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CAPITULO 3 
CONCEPTOS BÁSICOS DE FIJACIÓN BIOLÓGICA DE 

NITRÓGENO 

3.1 UN POCO DE HISTORIA DE LA FIJACIÓN DE N2 Y 
ORGANISMOS RESPONSABLES. 
La actividad de tomar el N gaseoso del aire, en donde está en proporción 
del 79 al 80% de su composición, y ponerlo a disposición de plantas y 
organismos en forma combinada en el suelo fue conocida indirectamente 
en la antigüedad, incluso antes de Cristo, cuando se revelaron escritos de 
los Romanos sobre el beneficio de las leguminosas y por los Chinos sobre 
el cultivo y uso de la Azolla en arrozales. 
En 1861 Pasteur descubrió la fermentación butírica en anaerobiosis 
estricta y planteó la posibilidad de fijación de N. En 1863 Winogradsky 
aisló del proceso de fermentación butírica el Clostridium y en honor a 
Pasteur le asignó a esta especie el nombre de Clostridium pasteurianum 
A principios de este siglo se habló directamente de la procedencia del N 
del aire y Bausingault hizo los primeros estudios sobre incorporación de 
N por leguminosas en rotación de cultivos. 
En 1886, Helriegel y Wilfracth llamaron la atención sobre la importancia 
de los nódulos en la fijación simbiótica. En 1888 Beinjerinck aisló por 
primera vez la bacteria denominándola Bacillus radicola, más tarde 
rebautizada como Rhizobium; y en 1890 descubrió la capacidad f~adora 
de N en anaerobiosis del Clostridium. En 1901 el mismo Beinjerinck 
describió Azotobacter como bacteria fijadora de N en condiciones 
aeróbicas. 
La inoculación con bacterias de Rhizobium al suelo o a las semillas la 
hizo por primera vez Voelcker en 1896, las bacterias fueron crecidas en 
agar y disueltas en agua. En 1920 Hambler recomendó la peletización de 
la semilla. 
La primera vez que se obtuvo artificialmente el N del aire fue con motivo 
de la primera guerra mundial, luego se replicó el proceso para obtener el 
N fertilizante. Este consistió en substituir la acción de la enzima 
nitrogenasa, la cual es sintetizada sólo por bacterias fijadoras, por alta 
presión y temperatura necesarios para romper el triple enlace que presenta 
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la molécula de N2 en el aire, el hidrógeno para incorporar al N y formar el 
NH3 se obtienen del gas metano. 
3-2 SISTEMAS BIOLÓGICOS DE FIJACIÓN DE N. 
Sistemas de Simbiosis Asociacion o Vida libre 
fijacion de N2 parasimbiosis 
ej. Rhizobium ej. Azospirillum ej Rhodospirillum 
( y microorganismos 
involucrados) 
Fuente de energia exudados 
(e orgánico) radicales 
Estimativos 10·250 
de fijación 
(kg/N/ha/año) 
Figura 3-1 Sistemas de tijación de N del aire basado en el modelo de Marschner (1986) 
Existen en la naturaleza tres grandes sistemas de fijación de N por los 
microorganismos procarióticos: en forma libre, asociados a una planta o 
en simbiosis formando una estructura especial constituída para tal fin 
(Figura 3-1). La fijación libre y simbiótica representan 50 y 120 millones 
de Mg de N.año·' respectivamente, mientras que por fertilizantes se 
aportan 80 millones (Legard y Giller, 1995). 
Los organismos fijadores de N tienen la facultad de sintetizar nitrogenasa 
y obtienen carbón e hidrógeno de la materia orgánica del suelo o de 
exudados radiculares en la rizosfera de las plantas cuando son bacterias 
heterotróficas libres, o directamente de las plantas cuando son 
simbioticas. También hay autotróficas, es decir, que obtienen carbón del 
CO2 del aire tal como obtienen el N. En la Tabla 3-1 se resumen las 
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sacarosa del 
hospedante 
50·700 
heterotrofos autotrofos 
(residuos (fotosintesis) 
vegetales) 
1·2 10-80 
principales bacterias fijadoras de N, los sistemas de fijación y los 
simbiontes o especies con las que se asocian de alguna forma. 
TABLA 3-1. Organismos Xsistemas de fijación de N2. 
Forma de fijación Organismos fijador Fuente de C y Planta Simbionte o 
Energíll Asociada 
Aeróbica libre Azotobacter, MOS 
Derxia 
Beinjerinckia 
Microaerófila libre Frankia, MOS 
Bradyrhizobium, 
Azospirillum 
Anaerobia libre Clostridium MOS 
Asociada a la raíz Azospirillum Exudados 
radicales 
Especialmente gramíneas 
Y algunas angiospermas 
Endófitica 
o parasimbiotica 
Herba~pirillum sp. 
Acetobacter sp. 
Fotosintato Cereales, caña de azúcar, 
batata, sorgo, entre otras 
Simbiótica Frankia, 
Bradyrhizobium, 
Azorhizobium, 
Rhizobium. 
Fotosintatos Alnus spp. otras no 
legumnosas. 
Leguminosas en especial 
tropicales 
Anabaena, 
Nostoc sp. y otras 
algas, 
Bradyrhizobium. 
Otros géneros 
Sesbania spp. 
Leguminosas 
Azolla spp. 
Gunera sp. 
Aeschinomene sp. (en el 
tallo) 
Microaerófila libre Rhodospiríllum CO2 
Bradyrhizobium 
Aerófila libre Anabaena sp. CO2 
Nostoc sp. Fotosíntatos 
Gleoteche sp. 
Líquenes Stígnonema sp. Fotosintatos Con hongos 
Calotrix sp. Nostoc 
sp. 
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El proceso de fijación varía según el sistema en que se presente, la 
variación es mínima sobre todo en lo que respecta a la reacción del H ya 
que la nitrogenasa reduce también H+ a H2 con gasto adicional de energía 
haciendo del proceso más o menos ineficiente. 
Algunos organismos fijadores que poseen la capacidad de producir 
también la hidrogenasa (Hup+) son más eficientes porque reciclan el H+ 
producido y recuperan energía. 
El proceso químico consiste en una reducción que implica unas 
condiciones diferentes para cada sistema por la forma de proteger la 
nitrogenasa dcl 02 sin afectar la fisiología del propio organismo. Implica 
igualmente una fuente de carbón e hidrógeno la cual proviene de la 
materia orgánica del suelo o de la capacidad autotrófica o fotosintética 
del microorganismo o de los microbiontes vegetales, en cuyo caso la 
intensidad de la fijación se acrecienta debido a que entre ambos 
simbiontes realizan funciones especializadas unas o compartidas otras en 
el proceso, por ejemplo, solo el micro simbionte produce la nitrogenasa 
pero la protección y funcionamiento la pueden hacer ambos. Igualmente, 
el macrosimbionte ayuda a la retirada del NH4 fijado del sitio, evitando 
un efecto de autocontrol además de su función específica, el aporte de los 
carbohidratos; de tal forma que el microsimbionte solo se ocupa de 
producir la nitrogenasa, aumentando notablemente las cantidades fijadas, 
dándole así un valor agronómico al proceso de fijación. 
3.3 BIOQUÍMICA 
Las condiciones para fijación de N, vista de la forma más simple posible, 
sería: 
F'ijación artificial Wertilizante nitrogenado) 
400"C 
200atm 
Fijación biológica N2 + 3Hz --tIo- 2NlIJ 
25"C 
t atm 
El costo energético es muy alto en la naturaleza, sin embargo, hay los 
elementos suficientes para que ordenados adecuadamente realicen la 
operaclOn con los grandes excedentes energéticos generados por las 
plantas. El conocimiento del proceso de fijación de N permite sacar el 
mejor provecho de los productos carbonáceos excedentes para desarrollar 
más biomasa en los ecosistemas productores de alimento para el hombre. 
En el esquema de la Figura 3-2 se sintetiza de la forma más elemental 
posible el proceso bioquímico de fijación de N. 
El mecanismo de fijación tiene elementos en común cualquiera que sea el 
sistema, con pequeñas diferencias. Por ejemplo, la estructura y 
funcionamiento de la nitrogenasa, la evolución del H+, la asimilación del 
N; pero la protección de la nitrogenasa del Oxígeno, el uso de substratos 
carbonados y los requerimientos energéticos marcan diferencias más 
determinantes (Brill,1980; Atkins y Raimbird, 1982 y Mellor y Wamer, 
1990). 
Sustrato 

orgánico 

2(Fe proteina MoFe proteína 2NH2MgA TP-red) 
OXidadax3H 2 
3 
6H+ 
Metabolismo 
2(Fe proteina MoFe proteina N2 
2MgADP-ox) reducida4P i4 MgATP 
Figura 3-2 Proceso bioquímico de la fijación de N (Adaptada de Atkins y Rainbird, 
1982) 
3.3.1 Nitrogenasa 
Consistente en 2 unidades, la componente II, compuesta de hierro y 
azufre (Figura 3.2) de a 4 unidades de cada uno de esos elementos y es 
llamada ferroproteína. Tiene un peso molecular (P.M.) alrededor de 
60.000, pero varía entre las especies que la producen. La componente I es 
la ferro-molibdo-proteína, consta de 28 a 34 Fe, 24 a 28 átomos de azufre 
y 2 de molibdeno por molécula, tiene un P.M. de 200.000 a 300.000 
(Figura 3.2). Ambos componentes intervienen en la reducción del N y de 
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otros compuestos como el acetileno CH=CH ---* CH2=CH2, ciamida C=N 

---* CH4 + NH3 , óxido nitroso N=N-O---*N2 + NH3 Y el ion hidrógeno (H+) 

---* H2, entre otros. 

Ensayos realizados con una componente de una especie y la otra 

componente de una especie diferente pueden fijar N (Biggins et al, 1975, 

entre otros, citados por Brill, 1980). La componente II (ferroproteína) se 

reduce liberando un electrón así: 

El ATP-Mg y ADP-Mg son ligados a esta parte de la nitrogenasa y la 
hidrólisis de A TP se presenta sólo cuando esta ligado a esta proteína. Esta 
componente es un dímero en forma de cubo cuya función principal es 
transferir electrones a la componente 1 (ferromolibdoproteina) en el 
proceso de fijación de N. 
La componente 1 es un tetrámero con cuatro centros de Fe4S4 y dos 
centros no caracterizados con Mo, Fe8 y S6 y un cofactor Mo-Fe, el cual 
es el sitio activo de la enzima. Ambas unidades son suceptibles al O2 
(Brill, 1978). 
•.• 
isteina 
cisteina 
cisteina _ 

Figura 3-3. Unidad de la componente 2 de la nitrogenasa. Cluster de Fe-S, cada Fe se 

une a la proteína mediante un puente de azufre con el aminoácido cisteína. 

La reducción del H!- es altamente competitiva, los mejores sistemas de 
fijación poseen la hidrogenasa que compensa las pérdidas en la fijación 
causadas por ésta reacción. Para un sistema simbiótico la nitrogenasa y el 
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proceso de fijación se sintetizan en la Figura 3-4, que muestra la 
estructura de un bacteroide y el flujo de elementos hacia adentro y hacia 
afuera. 
Las células vegetales bombean carbohidratos producidos por fotosíntesis, 
la célula del bacteroide (Figura 3-4) los recibe y utiliza en el ciclo del 
TCA, para producir electrones, incorporar carbohidratos a su célula y 
transformarlos en aminoácidos y entregarlos a las células vegetales del 
nódulo y de éste a la planta. En algunos casos todo o casi todo el NH4+ 
producido es liberado fuera del bacteroide para que las células vegetales 
del nódulo elaboren los diferentes aminoácidos. Los ATP se producen 
por vía respiratoria del N03 Ó del O2 y la leghemoglobina transporta en 
forma continua pero a baja concentración el 02 hasta la membrana del 
bacteroide. Los H2 producidos por la nitrogenasa van hacia afuera del 
bacteroide y si existe la hidrogenasa estos son retomados para formar 
H20 + energía y H+ reutilizable para el proceso de fijación. En la Figura 
3-5 se muestra que los bacteroides interactúan con los demás cuerpos 
celulares del nódulo. 
FOTOSlNTATO 
Figura 3-4 Célula de un bacteroide interactuando con las células vecinas dentro del 
nódulo y procesos que ocurren en el proceso de fijación de N. (Elaborada a partir de 
Mengel y Kirkby. 1982 y Marschner, 1995) 
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SISTEII¡IAS DE 1RANSPORTE 
T
FIJACION 
POR LA 
PLANTA 
r-_---I<'l"-""MENB=RAN=A"-=DEL BACTEROIDE 
r. 
CADENA 
, ¡ 
,¡. 
AMlNOACIDOS 
NO; N0i Hp 1,1202 RESPIRArORL-\. 
NO; -RESPIR.ACION i 
L1!ClJEI'oIOCLOBINA-Oz 
Figura 3-5. Foto al microscopio electrónico de una sección delgada de nódulo de 
Ca~avl1fi~ ellsijórmis, Milocondria, M; BacleroiJe, B; Cuerpos de Golgi, G; Membrana 
penbactenal mpb; membrana envolvenle del bacteroide meb (Adaptada de Atkins 
1987) , 
3.3.2 Energía 
Mucha energía es req lIcrida en forma de A TP, éste se adhiere al 
componente II de la nitrogcnasa (Figura 3-2) y baja su potencial redox. Al 
transformarse a ADP transfiere los electrones al componente 1. La 
cantidad requerida para tijar una molécula de N2 varía de un sistema a 
otro. Por ejemplo Azo!obacfer sp requiere 4 ó 5 A TPs mientras 
Klebsiella requiere 29 ATPs y Closlridium pasteurianum 20 A TPs (Brill 
1980). . '
En condiciones controladas, "in vitro", con nitrogenasa purificada se 
obtiene hasta un valor de 2 ATP por molécula de N fijada. Pero como la 
reducción de 2H+ a H2 consume igualmente 4 A TP Y se presenta paralela 
a la reducción del N, entonces el gasto energético debería sumarse, si no 
se tiene la hidrogenasa que restituye parte de ésta. Así la ecuación en 
sistema abierto se ve afectada, de hecho se ha calculado hasta en 1/3 del 
flujo de energía perdido por esta vía. 
La materia orgánica o los fotosintatos son metabolizados para quemar los 
ATP y los reductantes necesarios para el proceso mediante la 
fosforilación oxidativa en anaerobiosis, mediante el metabolismo del 
piruvato. 
En simbiosis se sabe que la principal fuente de energía es la sacarosa, la 
cual es suministrada a los bacteroides que los transforman a glucosa-6­
fosfato. También es elaborado y almacenado en bacteroides y en bacterias 
de vida libre el Poly-B-Hidroxibutirato que le sirve como fuente 
energética ayudando a sobrevivir a la bacteria durante la senescencia del 
nódulo o a soportar diferentes tipos de estrés a otras bacterias que lo 
poseen. Una tercera forma de energía es captada para el nódulo como 
Acetil-CoA donde la actividad es 50 veces mayor que en la raíz (Miller y 
Warm, 1988). 
3.3.3 El oxígeno en la fijación de N 
Debido a que la fijación de N es una reducción, ésta requiere de un 
ambiente con presión mínima de O2; sin embargo, la fijación es realizada 
en su mayor expresión por bacterias aeróbicas o al menos microaeróbicas, 
por lo que deben existir mecanismos para conciliar estas 2 situaciones un 
tanto contradictorias. Dado que el O2 inactiva la nitrogenasa 
irreversiblemente los organismos presentan diferentes mecanismos para 
protegerla. 
En el caso de microorganismos estrictos anaeróbicos, por ejemplo 
Clostridium, no hay tal problema. E el caso de facultativos por ejemplo 
Bacillus polimyxa, no son capaces de fijar en aerobiosis aunque viven 
adecuadamente en esa condición. Azospirillum sp. y muchas bacterias 
consideradas aeróbicas son microaerófilas, es decir, que sólo fijan N a 
presiones bajas donde pueden vivir, pero también pueden crecer en 
condiciones aeróbicas con el N fijado en la condición anterior. 
Aerobicos estrictos como Azotobacter sp tienen alta demanda de 02, pero 
con base en el alto ritmo respiratorio crea condiciones parciales de baja 
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presión al interior de la célula y es capaz de proteger la nitrogenasa 
complejándola con un duplicado del componente II (Proteína Fe-S), sin 
embargo de esta forma es incapaz de fijar N hasta que la condición 
permite la descomplejacíón. Otras bacterias también aeróbicas producen 
gomas exopolisacáridos en las cuales se envuelven para fijar como 
Beinjerinckia sp. Por ejemplo, Derxia gumosa, como su nombre lo 
indica, sólo se ha reportado fijando cuando las colonias son gomosas pero 
cuando produce colonias pequeñas (no gomosas) estas son incapaces de 
fijar. 
Las cianobacterias que poseen heteroquistes tienen resuelto el problema 
pues éstas tienen una memhrana protectora y no tienen fotosistema n. La 
fijación de N en ellas es muy condicionada a la existencia de 
heteroquistes pero aquellas que no los poseen tienen un mecanismo de 
compartamentalización con membranas internas que separan la 
respiración de la fotosíntesis como Gloeothece. 
En simbiosis la asociación formada por las bacterias de la familia 
Rizobiaceae no tiene problemas; pues en el citoplasma de las células 
colonizadas se encapsulan con una membrana peribacterial y por fuera 
queda una matriz de leghemoglobina que hace un trabajo similar al de la 
hemoglobina de la sangre, transportar el O2 
Otros tipos de simbiosis nodulares como las formadas por Frankia no 
poseen leghemoglobina, que como su nombre lo indica es producida 
entre la leguminosa (leg) y la bacteria (hemoglobina). Sin embargo, en 
algunas plantas actinorrizales como Casuarina, spp, Myrica sp. se 
presenta un tipo de hemoglobina en grandes cantidades asociada al 
funcionamiento de la simbiosis (Mullin, 1992). Estas especies vegetales 
cuando son infectadas producen células de composición hidrofóbica y 
menos permeables al O2, donde las hemoglobinas estarían involucradas 
en el transporte de oxígeno a estas células. La bacteria Frankia no forma 
vesículas en estas especies a pesar de formarlas en medio de cultivo. 
La asociación Alnus-Frankia presenta un funcionamiento regulado por el 
microsimbionte. Esta bacteria requiere de un nivel muy alto de 
metabolismo aeróbico para generar los ATP y NADH necesarios en la 
fijación de N al contrario de la mayoría de bacterias fijadoras. Así 
produce fijación de N a presiones de 2 a 70 kPa tanto en forma libre 
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como en simbiosis (Mullin, 1992). El mecanismo de protección de la 
nitro gen asa está relacionado con la producción de vesÍCulas con una 
pared impermeable al 02, tanto en forma libre como en simbiosis con 
Alnus spp. pero la fijación de N puede presentarse por fuera de las 
vesÍCulas cuando la presión del O2 es baja, en cambio cuando ésta es alta 
las vesículas presentan una barrera protectora más espesa. El 
funcionamiento de las vesículas es similar al de los heteroquistes de las 
algas filamentosas. 
El comportamiento variado de las especies de Frankia respecto del O2 
muestra un amplio rango de adaptación genética y su relativa 
independencia del hospedero, lo que la hace posiblemente más atractiva 
para estudios genéticos de inducción de la fijación de N por otras 
especIes. 
Leghemoglobina: 
Es una ferro-hemo-proteína de color rojo (Figura 3-6), constituida de una 
proteína con 2 componentes: un grupo hemo producido por el 
microsimbionte y es una protoporfirina con Fe en un núcleo central en 
forma ferrosa, la cual se combina con el 02 tal como se esquematiza 
seguidamente: 
I I 
-N N­
\ I 
. Protoporfirina Fe 
I \ 
N­N 
I I 
Un segundo grupo, la globina que es un polipéptido sin Fe y es bien 
conocida la producida por leguminosas de ahí deriva su nombre de 
Leghemoglobina. Su PM es de 16.000, sin embargo hay algunas 
diferencias interespecíficas. 
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En la Figura )-6 se observa el color ocre rojizo que presentan nódulos 
con abundante lcghemoglobina, además se observa el tamaño 
relativamente grande de los nódulos más efectivos en plantas de soya. 
Figura 3-6 Nódulos dé soya apariencia externa e interna (NítTAL-fAO, 1984) 
La leghemoglobina se localiza entre la célula del bacteroide y la 
membrana que los envuelve en el citoplasma de la célula vegetal. Entre la 
membrana del simbioso:lw y el bacteroide hay un espacio sin 
lcghemogld1 jn;¡ 1 \. I-;~ ,',la del O2 s\.' h,;.,\. ,':1 la membrana peribacterial el 
~tla¡ es eal'l·¡¡(i.l ..-:. . 1, dada la muy alta actividad oxidasa que 
Su ':"~~r~H .', :u11 -"l' presenta por [as proteasas abundantes en nódulos 
senescentes dando origen a dos pigmentos: la eoleglobina (hemo 
oxidado) y la biliverdina originando el cambio del color del nódulo a 
marrón y posterior a verde azuloso para al final pasar a negro (Becana, 
1995). Según ese mismo autor en otras plantas que fijan con Frankia, e 
incluso el mismo RhizobiulIl, con no leguminosas de la familia Ulmaceae, 
Parmponia y Trema; poseen hemoglobinas con funciones muy similares 
a la de la Icghel1loglobina aunque Trema es incapaz de no dular y 
Para,\]JOnia la produce igualmente en la raíz y en la masa nodular. 
También en raíces de gramíneas tales corno maíz, ccbada, arroz; se ha 
observado la síntesis de kghcl1loglobina. 
La leghcmoglobina cumple su función a I reaccionar con el O2 de la forma 
siguicnte: 
Leghemoglobina O2 -) J"egbemoglobina O2 
Andrade et al (1998) han caracterizado la leghemoglobina de Lupinus 
meridanlls, leguminosa endémica de páramos de Mérida (Venezuela), 
que presenta unas caracV:rísticas particulares. Acorde al funcionamiento 
esperado en esas condiciones extremas, tales como las bajas presiones del 
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gas y la baja temperatura, se ha encontrado alguna similitud con la 
función de las hemoglobinas presentes en animales habituados a esta 
misma condición. Inclusive muy similares a las hemoglobinas de las 
ballenas, que viven en las condiciones más extremas en las regiones 
polares, donde domina la baja difusión del 02 en el agua y la baja 
temperatura similar a lo que ocurre en el suelo de los parárnos, lo que 
conlleva a una menor demanda de 02 (Andrade et al, 1998). 
3.3.4 Hidrogenasa 
Esta es una enzima que no sólo se produce en los sistemas de fijación, en 
estos sistemas los microorganismos poseen el gen Hup+ para su 
producción. La enzima permite una reacción unilateral H2-) 2H+ + 2e­
que aporta de nuevo los 2e - a la cadena respiratoria para producción de 
A TPs, convirtiéndose así en una reacción auxiliar o complementaria a la 
desarrollada por la nitrogenasa. La actividad de estas dos enZImas se 
esquematiza en la Figura 3-7. 
N2 NH3 
02.·.. ~H»~I~:=~~ 

ATP ADP+Pi U 
H2 
Figura 3-7 Interacción entre las enzimas nitrogenasa e hidrogenasa en el proceso de 
fijación de N 
H2 es producido por la reacción competitiva de la nitrogenasa, a su vez la 
alta concentración de éste inhibe la reducción de N2 y continúa 
aumentando la producción de H2, igual que cuando disminuye el ATP 
respecto al ADP o cuando disminuye el N2 del aire, 
La hidrogenasa ayuda a la fijación de N reemplazando la energía perdida 
en la producción de H+ por la nitrogenasa, favoreciendo la formación de 
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agua consumiendo .así O2 del medio; lo cual previene la acumulación de 
H2 que afecta negatlvamente la reducción del N. 
3.3.5 Asimilación del NH4 
El N. fijado ~or los organismos procarióticos puede ser asimilado por el 
P;OPlO .orgams~o en un alto porcentaje, o al contrario, puede ser liberado 
a medIO. ~o: ejemplo Bradyrhizobium puede fijar libremente pero no es 
capaz de VIVIr en un medio libre de N. Un estudio con N I5 mo t ' 1 
94% de N fijado fue liberado al medio. s ro que e 
Las cian.o~acterias poseen ficoviliproteínas que acumulan el N en exceso, 
lo movl!lzan y .10 constituyen en reserva. Las cianobacterias con heter?q~l~tes no tIenen GOGAT, exportan la glutamina hacia las células 
fotosmtetIcas y allí se continúa el proceso de asimila " L . d' ClOno 
os orga~l1smos lasotróficos de vida libre normalmente fijan sólo el NH 
que reqUIeren y su aprovechamiento en el ecosistema sólo se da con su 4 
muerte. 
En .asoc~aci~nes c~n Frankia el transporte del NH4 se hace en forma del 
ureldo cItrulma, mIentras que el transporte de N en las leguminosas de la 
zona templada se da como glutamina y asparagina; esto parece que se de~e a una re~~uesta ~siológica, ya que son productos más solubles y de 
mejor ~daptaclOn, a baJa~ temperaturas (se requlere más investigación del 
por .que de esa dlfe:~ncla de aprovechamiento). Respecto a las especies 
tropIcales que movIlIzan en mayor cantidad el N en forma de ureidos, 
algunos autores han sugerido que este mecanismo de aprovechamiento de 
N represent~ una econo~ía en energía, pues se transporta más N con 
~enos carbon (en el capItulo 2, se explicaron las formas y las rutas que 
SIgU~ el N en las plantas.). Gordon citado por Brill (1978), aisló mutantes 
de Azo:obacter. ~p. que continúan fijando N y lo excretan aún en 
presenCIa de fertIlIzantes nitrogenados. 
3.3.6 Meca~ismos de reconocimiento entre las especies 
Ent:e o:gamsmos que se asocian o forman estructuras simbióticas existe 
algun. tIpo de señalización selectiva la cual estimula o atrae a los 
orgamsmos con los cuales se establecen asociaciones. 
Lacs. plantas li~eran exudados radicales ricos en vitaminas, azúcares, 
enZImas, p~r ejemplo compuestos tlavonoides (Figura 3-8) diferentes a 
cada espeCIe como daidzein y genestein en soya, luteolin en alfalfa, 
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er:iodictol, naringenin en Phaseolus, aplicados éstos en mínimas dosis es 
posible hacer nodular a la planta sin la presencia del microsimbionte. 
Los exudados también contienen lectinas que son proteínas altamente 
específicas con sitios de unión a carbohidratos producidos por los 
microorganismos para constituír uniones débiles y reversibles. Los 
carbohidrato s producidos en la pared microbial son de tipo polisacáridos 
capsulares, exopolisacáridos muy específicos y lipopolisacáridos más 
generales. 
Antes de la infección de una planta por un microorganismo se producen 
etapas de reconocimiento, de quimiotaxia que constituyen el 
acercamiento a la superficie, la multiplicación en la rizosfera, la adhesión 
y la producción de enzimas o sustancias que ablandan el tejido vegetal 
para la penetración cuando se trata de endófitas. 
Por ejemplo, la lectina de trébol se ha denominado trifolina con sitios 
activos para establecer uniones con polisacáridos similares a aquellas 
presentes entre enzimas y sus substratos. 
La preinfección ocurre a través de pelos radicales o lesiones, las bacterias 
pueden producir triptofano que transformado a ácido-indole acético 
acelerando el alargamiento de la raíz y al mismo tiempo a la debilita. 
Luego se producen enzimas en el hospedero como Poligalacturonasa y 
Pectinesterasa que ayudan a la penetración del microorganismo. 
Rhizobium y Agrobacterium producen celulasa y pectinasa y Azospirillum 
produce compuestos promotores de crecimiento que alteran la raiz. 
En el laboratorio de Microbiología de suelos de la Universidad Nacional 
de Colombia, en Medellín, se intentó mejorar la nodulación "in vitro" y 
posterior comportamiento de la simbiosis en Leucaena leucocephala y 
Gliricidia sepium tratadas con un complejo enzimático (macerex), 
Agrobacterium tumefaciens, controlada con antibióticos ant~s de la 
inoculación del rizobio y Azospirillum brasilensis Sp 7 (ValenCIa, 1996). 
Se encontró que todos los tratamientos mejoraron la nodulación, aunque 
al pasar las plantas al suelo existe mayor coloniza~ión por bacte.rias 
nativas no pudiéndose observar un efecto de los tratamIentos en la mejora 
de la planta infectada. El tratamiento con el complejo enzimático 
aumentó en un 67 % la nodulación "in vitro". 
La infección es presentada a través de pelos radicales en Phaseolus y 
soya; por heridas en maní y Sthylosantes; a través de primordios en 
Sesbania y en raíces laterales modificadas de Parasponia. Sólo se da la 
infección en pelos emergiendo y se detiene el crecimiento en el punto 
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donde se pegan las bacterias de tal forma que se produce un 
encrespamiento. 
Isoflavonas 
Cumarinas 
Figura 3-8 Estructuras de flavonas inductoras de la nodulación 
Según Graham I los tiempos de infección son: 
• 	 Desde un minuto de pegadas las bacterias a la raíz hasta 4 horas hay 
aumento de células en la superficie. 
• 	 Después de 3 a 5 horas, encrespamiento. 
• 	 Formación de hilos de infección en 2 a 3 días , 
• 	 nódulos observables de 6 a 12días. 
Inicialmente se ~roduce la adhesión mediante un flujo denso de glucanes, 
se produce el hilo de infección revestido con fibrillas de celulosa. Las 
bacterias se filan a través de ese hilo a las células donde se transforman 
en bacteroides que son las células productoras de la nitrogenasa. 
3.3.7 Genética de la fijación 
El proceso de reconocimiento entre bacteria y la planta para la formación 
de nódulos y fijación de N, involucra entre otros el cambio en la 
expresión de varios genes de ambos simbiontes.Los genes responsables 
del proceso se localizan cn moléculas circulares de ADN superenrollado 
1 Peter Graham (comunicación personal) 
llamadas plásmidos, hasta el momento solo se conoce el plásmido pSym 
en el género Rhizobium donde se encuentran agrupados. En el géncro 
Bradyrhizobium y en Azorhizobium estos gcncs sc encuentran dispcrsos 
en el ADN cromosomal (Vance y Griffith, 1990). 
Los trabajos en biología molecular en Rhizobium partcn dc mapas de 
ligamiento realizados inicialmente para R.. leguminosarum y R.. meliloti, 
estos mapas describen genes para la adhesión, para la nodulación, la 
especificidad del hospedero y la formación de la nitrogenasa. Los genes 
para esta última función se descubrieron inicialmentc organizados en 
ocho operones adyacentes en la bacteria dc vida libre Klebsiella 
pneumoniae (Ow y Ausubel, 1983). 
Estos genes simbióticos se categorizan así: los gencs "nod" que afectan la 
nodulación, los genes "nif' que controlan la nitrogenasa y los genes "fix" 
que afectan la fijación simbiótica del N (Earl et al, 1987 citados por 
Vance y Griffith 1990). Sin embargo, cuando hay intercambios de 
material génetico, estos genes tienen la tendencia a movcrsc en grupo 
(Paul y Clark 1989). 
El análisis de los genes rc1acionados con c1 proceso de fijación biológica 
de N, muestra que al transferir el plásmido "Ti" de Agrobacterium 
tumefasciens, el cual induce la formación de tumores en plantas, a 
Rhizobium se logra que éste forme tumor. Sin embargo, transfiriendo el 
plásmido pSym de Rhizobium a Agrobacterium, se logra que la bacteria 
nodule pero no que fije N; lo que indica que hay otros gcncs localizados 
ya sea en otros plásmidos o en el cromosoma que están implicados en la 
relación simbiótica (Paul y Clark, 1989). 
3.3.7.1. Genes de función temprana 
La mayoría de rizobios producen grandes cantidades dc cxopolisacáridos 
lo que hace que se formen colonias mucosas cn medio sólido (Sandcrs ct 
al, 1981 citado por Appelbaum, 1988). Sc considera quc cstas sustancias 
tienen que ver con el proceso dc nodulación pero cstos polisacáridos 
cuando están en exceso ejercen un cfccto negativo cn el funcionamiento 
del nódulo durante los últimos estados de su dcsarrollo, por lo que se 
activa un gen para inhihición de la síntcsis dc los polisacaridos (gcn 
"psi") para que el funcionamiento del nódulo sea nonna1. 
También existe otro gen cl "psr" (de rcstauración cn el polisacarido) quc 
puede inhib.ir la transcripción del "psi", cuando cste quedc igual no hay 
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fijación de N. El gen "pss" (de síntesis del polisacárido) juega un papel 
simbiótico y se encuentra también en otros grupos de bacterias asociadas 
a plantas (Bolthakur et al, 1987 citado por Reyes, 1994). Los genes 
"hsn": son importantes en la especificidad por el hospedero (Beynond et 
al 1980). Los genes "nod",: son los responsables del encrespamiento del 
pelo radical, infección, formación de nódulos (Vance y Griffith, 1990). 
Los genes "nod" que tienen que ver con la especificidad del hospedero se 
conocen como genes "hsn" (Appelbaum, 1988), estos se clasifican en dos 
categorías: genes estructurales y genes reguladores que controlan la 
expresión de los estructurales. La principal función de estos genes es 
asegurar el intercambio de señales entre los dos simbiontes (Fisher y 
Long, 1992). 
3.3.7.2- Genes reguladores. 

Algunos productos del metabolismo secundario en plantas, presentes en 

los exudados de las raíces, generalmente flavonoides, estimulan la 

producción de proteínas del gen regulador "nod"D las cuales se unen a 

secuencias conservadas en las regiones promotoras de los otros operones 

"nodD" para que se expresen los genes estructurales (Denarie et al, 

19)13). 

La tranfereneÍa de los genes "nod"D entre rizobios está asociada con 

cambios en el rango del hospedero (Horvath et al, 1987 citado por 

Denarie et al, 1993) así los genes "nodD" son detenninantes del rango de 

hospederos (Denarie et al, 1993). 

3.3.7.3- Genes estructurales. 

Su papel es la producción de lipo-oligosacáridos extracelulares (factores 

"nod"D) cuyo núcleo central lo sintetizan los genes "nod" -ABC y la 

síntesis de las demás partes lo hacen diferentes gcnes "nod" específicos 

para cada especie (Denarie et al, 1993). 

Estos factores nod desencadenan una serie de respuestas en las plantas: 

deformación de los pelos radicales, formación del hilo de infección, 

inducción de la división celular de las células cOliicales y formación del 

primordio del nódulo (Dcnarie et al, 1993). También estimulan en las 

plantas la expresión de "nodulinas tempranas," proteínas del hospedero 

que se expresan durante la respuesta inicial a la infección por rizobio 

(Fisher y Long, 1992). 

3.3.7.4 Genes de funciones tardías. 
134 
De a cuerdo a (Ow y Ausubel, 1983) los más conocidos son los genes 
"nif" que tienen como función principal la formación de la enzima 
nitrogenasa: 
nifA: Codifica para un activador transcripcional necesario para activar la 
transcripción de los genes estructurales de la nitrogenasa 
"nif' H, D, K: codifican para la formación de los dos componentes 
estructurales de la enzima nitrogenansa 
"nif'L: Juega un papel negativo en la actividad de la enzima 
"nif' B,V,N,E,Q: para proteínas que actúan en la síntesis del cofactor 
Mo-Fe 
"nif' F ,J: proteínas transportadoras de electrones a la nitrogenasa 
"nif' M,S: proteínas que hacen parte en el procesamiento de la enzima 
"nif "U,X,Y: aún no se conoce su función 
3.3.7.5 Producción de nitrogenasa funcional. 
La disponibilidad de N y 02 en el medio ambiente regulan la actividad de 
los genes responsables del proceso. A su vez el producto del gen "nif' A 
activa los genes" nif' H,D,K, responsables de la formación de la 
nitrogenasa. 
Los genes "ntr" controlan a varios operones entre ellos al operón "nif' 
LA; b~jo condiciones limitantes de N y oxígeno los productos de los 
genes "ntr"A y "ntr"C activan la transcripción del operó n "nif'LA, luego 
los productos de los genes "ntr" A y "nif'A activan la transcripción de 
todos los otros genes "nif'.Lo que indica que bajo condiciones 
nutrícionales y ambientales apropiadas se produce un efecto cascada para 
la producción de la nitrogenasa funcional (Dixon, 1984). 
3.3.7.6 Genes de plantas que participan en la simbiosis. 
Hasta ahora se han descrito 25 genes de plantas que se inducen o que 
aumentan su producto durante el desarrollo del nódulo en la raíz, (Verma 
et al 1986 citado por Vance y Griftith, I 990). A estas proteínas se les llam~ nodulinas, cinco de las cuales están relacionadas con la asimilación 
deNH4 y el C, otras cinco con la morfogénesis y el control de la 
concentración de O2 La nodulina más conocida es la leghemoglobina. 
La expresión de estos genes de las plantas está influída por .Ia pr~s~neia 
de la bacteria en los nódulos, su estado de desarrollo y su mfcctlvldad. 
Sin embargo, cada uno de los dos participantes de la simbiosis ejerce un 
grado de regulación genética sobre el otro (Vance y Griffith, 1990). 
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3.3.7.7 Aplicaciones potenciales de la genética: 
• 	 La fijación del N es un proceso energéticamente costoso para la 
planta, por lo cual se hace necesario incrementar la eficiencia de 
fijación, lo que requiere entre otros un mejor empleo de los 
fotosintatos y de la hidrogenasa para volver a capturar el hidrógeno. 
• 	 La presencia de los genes simbioticos y de fijación, principalmente en 
Rhizobium, están localizadas en los plásmidos y se pueden modificar 
relativamente fácil y transferirlos entre cepas, lo que en realidad 
ocurre en la naturaleza aumentando así la diversidad de la bacteria. 
• 	 Martinez-Romero et al (1998) encontraron que al modificar un 
plásmido de una cepa de Rhizobiwn e/lí, cortándole un fragmento que 
posee un gen que codifica para la producción y concentración de 
(PBH), la obligó a tomar mayor cantidad de fotosintatos y se aumentó 
significativamente la fijación de N. 
• 	 Producción por parte de la planta de inductores de genes "nod" para 
que se estimule la nodulación, es posible también analizar el efecto de 
la adición de análogos sintéticos de factores "nod" (Roche et al, 1991, 
citado por Denarie et al, 1993); como también la inclusión de otros 
tipos de inductores específicos en la preparación de inoculantes para 
mejorar el proceso y la competitividad. 
• 	 El avance en el conocimiento de los genes estructurales y reguladores 
de la nitrogenasa y otras funciones del proceso de fijación facilitan la 
manipulación genética del mismo y contribuye al conocimiento de 
muchas otras interacciones planta-microorganismos. 
• 	 La transferencia intercepas del grupo de genes para la torna de 
hidrógeno (genes "hup"), ios cuales en Bradyrhizobium reciclan el 
gas hidrógeno se copnstituye en una forma de mejorar la eficiencia de 
aquellas cepas que naturalmente son "hup". 
• 	 Posibles efectos significativos debidos a la interacción de genes 
simbióticos con los genes metabólicos que se expresan durante la 
simbiosis. Se debe tener presente además el efecto de genes aún 
desconocidos. 
• 	 Nodulación de hojas o tallos con el fin de evitar la translocación de 
fotosintatos a la raíz y así la presencia de competidores y antagonistas 
del suelo. Sin embargo, hasta el momento es más fácil lograr un 
cambio similar o mejorar la eficiencia del proceso natural que lograr 
que las plantas fijen N por sí mismas. 
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3.4 ECOLOGÍA DE LA FIJACIÓN 
Se requiere de un ambiente adecuado interactuando con los 
microorganismos procarióticos, un adecuado equilibrio entre las 
diferentes poblaciones microbianas, unas condiciones adecuadas para los 
macro simbiontes, cuando se trata de fijación en simbiosis, y también para 
el funcionamiento de la nitrogenasa. 
3.4.1 Condiciones abióticas 
• 	 Oxígeno y la Fijación de N 
El 02 es incompatible pero absolutamente necesariO en procesos 
aeróbicos tanto para los organismos responsables del proceso como para 
el mismo proceso de reducción, mediante la producción de electrones. 
Su 	 aCClOn deletérea se presenta sobre la nitrogenasa especialmente 
destruyendo irreversiblemente la ferro molibdoproteína, también puede 
afectar la leghemoglobina mediante la formación de peróxido de 
hidrógeno lh0 2, por autooxidación de la oxileghemoglobina y generar 
radicales OH- muy tóxicos para las células. En los nódulos existen 
mecanismos de protección. 
Así pues, dependiendo del sistema fijador y los mecanismos implicados, 
se puede requerir condiciones de muy buena aireación hasta ambientes de 
baja presión de 02 para los organismos microaerófilos y completa 
ausencia en los anaerobicos. 
Algunos organismos presentan autoxis negativa (huyen del 02) por 
ejemplo Azospirillum que se moviliza entre microambientes para obtener 
las dos condiciones, una para vivir otra para fijar. 
Las algas heteroquistosas presentan dos sistemas celulares bien definidos 
(Figura 3.9) 
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Figura 3-9 Representación esquematica de los dos tipos de células de una cianobacteria 
fijadora de N, el heteroquiste se comunica con la célula vegetativa mediante un poro (P) 
una masa densa alrededor del poro (PP), la célula vegetativa posee también cuerpos de 
poI ifosfatos (PB) (esquema basado en una fotografia electrónica de Stewart, 1977). 
Las células vegetativas captan la luz que inhibe la fijación, favorecen la 
fotosíntesis generando O2 que es la única fuente de éste para los 
heteroquistes el cual es aportado solamente a través del poro (P) (Figura 
3-8) y estos por su parte, presentan una membrana impermeable al O2 
pero no al N2• 
En simbiosis se requiere para una adecuada fijación niveles altos de luz y 
se ha encontrado que al aumentar la concentración de CO2 del aire se 
aumenta la fijación en estos sistemas. 
Los sistemas rizosféricos de fijación encuentran un ambiente adecuado 
allí con una zona de baja presión de O2 cerca de otra con alta presión para 
sistemas bien aireados y un adecuado funcionamiento de la nitrogenasa. 
• Acidez Alcalinidad 
Un 70% o más de los suelos en el trópico húmedo presentan condición 
ácida, la misma conlleva a problemas directos por la concentración de 
hidrogeniones (H+), aunque, a no ser condiciones extremas, tiene menor 
limitación sobre la mayoría de organismos y la fijación de N que los 
efectos colaterales como toxicidades y deficiencias (Tabla 3-2).Un 
ejemplo muy claro de este comportmniento se puede ver en Acetobacter 
diazotrophicus que tolera y continúa fijando N en pHs inferiores a 3.5. 
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Tabla 3-2 Efecto de la acidez sobre bacterias fijadoras de N. (algunos de los 
autores citados estan referenciados en el capítulo 4). 
Microorganismo Sistema de Rango de Referencia 
fijación tolerancia 
pH 
Beinjerinkia Libre 4.5-5.2 Gordon (1986) 
Derxia Libre 5.1-5.5 D6bereiner y Campelo 
(1971 ) 
Azotobacter Libre > 6.0 Mishustin y Shilnikova 
( 1971) 
Azomonas spp. Libre y en 5.5-5.9 Jansen (1955) 
agua 
Azospirillum spp. Asociado 6.8-7.8 Day y D6bereiner (1976) 
Azospirillum Asociado >7.0 Gillid YReinhold (1994) 
halopreferans 
Azospirillum Asociado >7.0 " " 
irakensis 
Azotobacter spp. Libre >6 Becking (1986) 
Aeetobaeter Parasimbióti 3.5-5.5 D6bereiner (1992) 
dtazotrophicus co 
Frankia spp. Simbiosis 4.0-7.0 
Rhizobium troptei Simbiosis 4.5-5.0 Campos (1998) 
Rhizobium spp. Simbiosis 5.0-10 Vincent (1986) 
Bradyrhizobium Simbiosis >4.5 
La tendencia general con referencia al estrés ambiental, por exceso o por 
defecto de un elemento, o de agua, o por pH alto o bajo en suelos para las 
leguminosas u organismos fijadores hasta la década pasada se centraba en 
procedimientos químicos o físicos sobre los suelos tendientes a aumentar 
o a disminuir los efectos de estos factores en ellos. 
Hasta hace poco se entendió que existen individuos o poblaciones de 
plantas que toleran o inclusive prefieren esas condiciones ambientales y 
se trabajó en la selección de esas especies, particularmente pastos y 
leguminosas. Recientemente se trabaja en detectar también 
microorganismos adaptados, y en los mecanismos que les permite tolerar 
esas circunstancias y en los genes implicados, de tal forma que pueda 
pasarse esta condición a otros organismos y plantas de reconocida 
capacidad productiva y así para favorecer el mecanismo de tolerancia en 
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esos organismos seleccionados por su rendimiento. Quintino y Oliveira 
(1998) hicieron una selección de cepas de rizobio de suelos ácidos del 
Amazonas aislando en medio selectivo de diferente pH y concentración 
de aluminio. Ellas y obtuvieron diferentes categorías de tolerancia 
mediante una metodología de siembra en medio agar levadura manitol 
(ALM). Lópes y Rodriguez, (1998) eneontraron que Cajanus cajan, 
Glicine max, Mucuna aterrima y AJ deeringianum poseían el mayor 
número de cepas tolerantes casi el 100% de 89 aislados de plantas usadas 
como abonos verdes en suelos acidos en Brasil en el Amazonas, mientras 
que aislados de Cassia sp. y Dolichus sp. tenían muy pocas, o cero en el 
caso de Cassia. 
La mejor idea, desde el punto de vista del autor, sigue siendo la búsqueda 
de los recursos nativos superiores en cada condición físico química para 
devolver altas poblaciones mediante la inoculación cuando las 
circunstancias lo requieren y favorecer así el proceso de fijación bajo las 
mismas condiciones presentes en el suelo y el ecosistema. 
Se han desarrollado trabajos de tolerancia de leguminosas o cereales a Al, 
Mn o a salinidad, sin tener en cuenta los organismos rizobiales u otras 
bacterias asociadas, a pesar de que la arquitectura y el funcionamiento 
radicular de las leguminosas fijadoras de N funciona como un conjunto y 
las reacciones de fijación de N de por sí alteran las condiciones de pH. 
Debido a la condición ácida y al alto contenido de Al de suelos tropicales 
se han hecho esfuerzos por buscar cepas de buena capacidad de tolerancia 
al Al, el cual es un problema mayor que el mismo pH. Aún dentro de las 
mismas especies de los organismos existen diferencias de tolerancia a 
diferentes condiciones del suelo, lo que permite la alternativa de 
selección. De esta forma Campos (1998), trabajando diferentes cepas de 
Rhizobium lropici caracterizada por su capacidad de crecimiento en 
condiciones muy ácidas de suelos, probó la tolerancia de 50 cepas que 
nodulan fríjol (Phaseolus vulgaris) a pH entre 4.0, 4.5 y 5.0 Y 
concentraciones de Al de 5.0, 10 Y 20 mM. Encontró que la mayoría 
crecen "in vitro" a pH 4.5, mientras que en pH 4.0 sólo lo hacen unas 
pocas. Un pH de 4.0 en el medio permite seleccionar en este caso cepas 
más tolerantes a pH y a alta concentración de Al. 
La tolerancia en un medio artificial con una condición de laboratorio es 
replicable en campo, sin embargo, son pocos los estudios completos que 
demuestren que los organismos seleccionados conservan igualmente su 
competitividad por sitios en los nódulos o raíces y también que conserven 
la capacidad de fijación. 
En estudios de Rhizobium u otros organismos simbióticos la tolerancia a 
una condición de estrés debería estar referenciada a especies de 
leguminosas, igualmente tolerantes, pues los organismos pueden 
sobrevivir pero no la planta, o ambos pueden tolerar la condición pero el 
proceso de fijación puede ser el afectado. 
Entre algunos mecanismos que se han evaluado para tolerar pHs 
extremos se ha propuesto la capacidad del organismo de mantener 
internamente un pH neutro basado en el bombeo de protones y la 
permeabilidad selectiva de las membranas (Chen et al., 1993). Correa y 
Barmix,(1996) demostraron este mecanismo de bombeo en cepas de R. 
lotí tolerante a acidez. y la responsabilidad de la H+-ATPasa en dicho 
bombeo. La condición de tolerancia a la acidez en R. meliloti parece estar 
asociada a un código genético. Tiwaii et al. (1996), reportaron el gen 
"Act A" en cepas moderadamente tolerantes a acidez (pH 5.6). 
En cambio cepas de bacterias tropicales fijadoras de N son propias de 
condiciones ácidas por ejemplo Beinjerinckia spp. no puede competir en 
un medio neutro o levemente alcalino con Azotobacter sp. y difícilmente 
se le encuentra en esa condición de pH. 
Otras especies pueden tolerar por el contrario condiciones de pH alto y 
salinidad, el mecanismo más conocido para ello es el de mantener la 
condición osmótica y la turgencia lo que logran con la acumulación de 
osmolitos que son so lutos compatibles tales como poliaminas, prolina, 
glutamato trehalosa, glicina - betaina, pustrescima y K~ entre otras. 
Sobre bacterias fijadoras libres o asociativas hay reportes de especies 
propias de condiciones salinas o altamente tolerantes como es el caso de 
Azospirillum halopreferens como su nombre mismo lo indica o 
Azospirillum irakense de alta tolerancia natural. A pesar de que las 
especies más clásicas de Azospirillum son normalmente de ambientes 
ligeramente ácidos a neutros se pueden encontrar aislados con buena 
tolerancia. 
Para la evaluación y selección de cepas de bacterias fijadoras de N 
resistentes a alcalinidad y salinidad, se usa también el crecimiento "in 
vitro" en medio selectivo. 
Castro t al. (1996) evaluaron a manera de ejemplo los osmoprotectores 
que se acumulaban en A. brasilense cd. y el mecanismo utilizado para 
resistir altas concentraciónes de NaCl (0.3 M) encontrando una 
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disminución del crecimiento en las 24 horas iniciales y un desarrollo 
normal a las 48 horas cuando hubo un aumento en el contenido de K, 
glúcidos y putrecina (osmoprotectores) y una disminución en la actividad 
de ornitina-descarboxilasa. 
Dardanelli et al. (1996), estudiaron la respuesta a estrés hiperosmótico e 
hipertérmico de Un Bradyrhizobium en maní, encontrando que la 
resistencia fue aumentada con la acumulación de oligosacáridos de peso 
molecular (PM) generalmente más bajo. 
Con referencia a la acumulación de K+ como osmoprotector no existió un 
patrón de comportamiento regular. Por ejemplo en cepas que nodulan 
maní (Arachis hipogea) González et al (1996) encontraron que la cepa la 
TAL 1000, que creció en concentración de 800 mM de NaC!, disminuyó 
la concentración de K+ con relación a la concentración normal de 1.7 
mM; aunque en otras cepas con capacidad de tolerancia a menores 
concentraciones, pero anormales de todas formas ( 400 mM), sí 
aumentaron la concentración como había sido ya reportado. Los autores 
estudiaron además que la cepa TAL que creció en la máxima 
concentración (800 mM) varió el patrón de nodulación tanto en cantidad 
y peso individual como en distribución, correspondiendo a la menor 
cantidad, mayor peso individual pero igual peso total de nódulos y 
localización del 100% de los nódulos en raíces laterales. 
estrés salino puede afectar el proceso de formación de nódulos o la 
colonización de la rizosfera por microorganismos asociados, lo cual 
depende de la planta y aún del cultivar, ésto puede ser debido según Jofre 
et aL (1996) Y Soria et al (1996) a la alteración en la exudación radicular 
afectando principalmente la fase de reconocimiento entre la planta y los 
microorganismos. Se han observado cambios en los exopolisacáridos de 
las bacterias y de las plantas, los flavonoides o compuestos relacionados 
que además de estar involucrados en su defensa, activan la expresión de 
los genes Nod de la bacteria rizobiana así como la colonización de la 
rizosfera y el anclaje de Azospirillum sp. 
entonces claro que la tolerancia a estrés de pH o a toxicidades o 
deficiencia de algunos elementos causados por esta condición, lo mismo 
que a la salinidad, deben ser válidos tanto para la planta como para el 
microorganismo pero también para las diferentes asociaciones entre ellos, 
pues la tolerancia misma puede implicar cambios que impidan su 
funcionamiento en la formación de la asociación y funcionamiento en la 
fijación del N. En Argentina, Barboza et al. (1996) seleccionaron dos 
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especies de leguminosas para regiones áridas y semiáridas, maní (Arachis 
hypogea L.) y fríjol alado (Cyanopsis tetragonoloba) resistentes a 170 
mM de NaCl pero la nodulación con una cepa nativa de Bradyrhizobium 
se vió afectada con solo 100 mM de NaC!. Las cepas seleccionadas por 
presión selectiva en un medio salinizado de esa cepa nativa permitieron 
una adecuada nodulación en ambas especies a 200 mM de NaCI; incluso 
demostraron los autores que las cepas tolerantes ganaron en algunas otras 
características por ejemplo su capacidad de solubilizar Fe y producir 
ácido indol acético (AlA). 
• Disponibilidad de clementos en el suelo 
La composición elemental del suelo y su disponibilidad para las plantas y 
microorganismos pueden ser limitante para la planta y el 
microorganismo, la nodulación o el funcionamiento de la nitrogenasa. 
El P es más limitante para las leguminosas o las plantas en general que 
para la fijación,se ha observado que los nódulos pueden contener 
suficiente fósforo para fijar en plantas con deficiencia, O'Hara et al. 
(1988). Este elemento en particular guarda estrecha relación con la 
presencia de micorriza, lo cual se discutirá más adelante. 
• Nitrógeno 
Alta concentración de N mineral es limitante para la bacteria y para la 
formación de nódulos y también inhiben el funcionamiento de la 
nitrogenasa. Inclusive en circunstancias donde los contenidos son muy 
bajos se ha recomendado la aplicación de lOa 20 Kg.ha,t de N como 
un"starter" (para ayudar al desarrollo de la leguminosa, soya 
específicamente). Sin embargo, estudios posteriores en Brasil, 
demostraron la inoperancia e injustificación del sobrecosto cuando esas 
plantas son debidamente inoculadas. Medina et al, (1993) en caupí (Vigna 
unguiculata) demostraron la pérdida de nodulación tanto en invernadero, 
con adición de en solución nitrogenada como en campo con 60 Kg. ha'l 
de N. Alverez et al. (1997) encontraron efecto similar en maní (Arachis 
hypogea) sembrado en un material espólico de minería de aluvión con 60 
Kg.ha,l de N. 
Legard y Hiller (1995) ilustran (Figura 3-10) la interacción que ocurre 
entre el N del suelo y la tasa de inoculación (número de células por gramo 
de inoculante) sobre la fijación de N y nodulación de soya. Según esos 
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trabajos se demuestra que con un alto contenido de N mineral, el efecto 
sobre el Bradyrhizobium se compensa, en parte, con un inoculante 100 
veces más concentrado en bacterias. De igual modo, muestra la respuesta 
mucho mayor a la inoculación donde se cultiva después del barbecho. En 
otro estudio en Hawaii por George and Singleton, (1992), sobre efecto 
del fertilizante nitrogenado sobre la fijación de N quedó demostrado que 
el proceso de fijación es afectado por la aplicación de N mineral y que ni 
con 900 Kg.ha- l de N se sustituye la fijación biológica para ese cultivo. 
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Figura 3-10 Efecto del N del suelo sobre su absorción por soya (Glicine max). A la 
izquierda: efecto de la tasa de inoculación en dos condiciones, lote de barbecho 0-----0 y 
precultivado 0- o con fertilización nitrogenada. A la derecha absorción de N del 
fertrilizante o del N fijado como respuesta a dosis crecientes de N. Adaptada de varios 
autores citados por Legard y G i lles (1995). 
Se han seleccionado o mejorado líneas de soya tolerantes a altos 
contenidos de N03 llamados "supernodulantes" debido a que nodulan 
abundantemente. Sin embargo, los rendimientos son menores que las 
líneas paternas a pesar de que aumentaron notoriamente en presencia o 
ausencia de N03, pero sólo fijaron en altas concentraciones de N. 
Herridge y Bets (1988), compararon selecciones de nitrato-tolerantes con 
variedades comerciales y encontraron que a pesar de presentar 
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rendimientos similares, las supernodulantes contenían un 27-36% del N 
de fijación mientras que las variedades comerciales sólo 10-15%. 
El manejo de suelos y cultivos influye en la condición limitante del N. 
Por ejemplo, estudios de cultivos sin labranza han demostrado mejor 
fijación hasta en un 70%. Así mismo el uso de residuos de relación C:N 
alta, o aún mejor, la propuesta de Lemieux (1997)"hacia una agricultura 
con concepción forestal", muestra cómo un tipo de lignina producida en 
ramas tiene un efecto interesante sobre la inmovilización del N. 
También se recomienda una adecuada rotación de cultivos usando antes 
de la leguminosa una planta de fuerte demanda de N por ejemplo Maíz, 
cebada y otros cultivos. 
Magalaes et al. (1978) citados por Berkum y Bohlool (1980) aislaron 
cepas de Azospirillum mutantes con nitrato reductasa negativa capaz de 
fijar N en presencia de 10 mM de N03-. Esos mutantes serían una gran 
solución pues conciliarían mejor la fertilización nitrogenada con la 
fijación del N biológico y altos rendimientos. 
Caballero-Mellado y Martinez-Romero (1998) llaman la atención sobre la 
pérdida de diversidad de Rhizobium etli en fríjol (Phaseolus vulgaris) en 
un 50% por efecto de la fertilización nitrogenada. Parece que las 
poblaciones que más sufren con la aplicación son las de mayor capacidad 
de fijar N pues dependen posiblemente en mayor grado de este tipo de N. 
En Argentina, Lett et al. (1998) en un ensayo de campo con soya (G. max 
L. Merril), mostraron que la inoculación con B. japonicum superó 
altamente en rendimiento al tratamiento de 100 Y 200 kg. ha- l de N 
fertilizante solo, y las mismas dosis mas inóculo. Ambos tratamientos, 
fertilización y fertilización más inoculación, produjeron rendimientos 
similares al testigo absoluto, lo que demuestra la gran susceptibilidad de 
la cepa usada en este inoculante al N, y la respuesta a la inoculación aún 
en suelos con alta fertilidad donde no había respuesta a la fertilización 
nitrogenada. 
Da Silva et al.,(1993) ensayaron tres dosis de N aplicadas al suelo y 
foliarmente (10, 30 y 50 kg.ha- l ) en fríjol (Phaseolus vulgaris L) 
encontrando que hasta el nivel intermedio de N aplicado hubo 
incrementos en nodulación, fijación de N y rendimiento cuando se aplicó 
foliarmente. Pero a la dosis superior, ambas formas de aplicación fueron 
deprimentes en los parámeros evaluados así como todas las dosis 
aplicadas al suelo fueron negativas. 
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• Calcio y Magnesio 
Ambos son necesarios, el primero en la nodulación y el segundo en el 
funcionamiento de la nitrogenasa 
• Hierro y Azufre 
Son muy necesarios en el funcionamiento de la nitrogenasa por ser 
constituyentes del esqueleto de la misma y de las hemoglobinas en el caso 
del hierro. El azufre tiene que ver con la conformación de las proteínas. 
• Boro y cobalto 
Favorecen el desarrollo de los microorganismos necesarios en la 
conformación de la cobalamina. El cobalto es importante en la 
funcionalidad del nódulo. Está envuelto en la oxidación del piruvato y la 
síntesis del DNA. El boro es especialmente importante en el desarrollo 
del nódulo. 
• Molibdeno y Vanadio 
Son también de suma importancia para el funcionamiento de la fijación 
por ser constitutivos de la nitrogenasa. El Mo en algunos 
microorganismos como el Azm.pirillum se ha encontrado reemplazado 
por Vanadio. Las plantas lo requieren también para la nitratoreductasa 
pero se consume varias veces más para la nitrogenasa. 
• Aluminio y manganeso 
Son más nocivos que la acidez misma en suelos mdonde pueden 
aumentar notoriamente su forma asimilable por microorganismos y 
plantas. Sin embargo, se han encontrado produciendo mayor limitación 
sobre las leguminosas que dependen de la fijación. 
Las especies procedentes de la zona templada como. Triffolium sp. y 
Melilotus, entre otras, son mucho más susceptibles a estos elementos, las 
leguminosas tropicales han tenido un proceso de adaptación por ejemplo 
Bradyrhizobium con Lotus pedenculatus, o especies de Lupinus sp. 
presentan normalmente cepas tolerantes a condiciones extremas de acidez 
y a sus scondiciones asociadas Entre las características sobresalientes de 
R. Tropici, que nodula fríjol y Leucaena aislada de suelos ácidos en el 
Carmen de Víboral (Antioquia, Colombia), se ha encontrado igualmente 
una alta tolerancia al Al (Graham et al. 1994; Campos, 1998). 
• Temperatura 
Al Igual que en vegetales existen microorganismos adaptados a 
condiciones de alta o baja temperatura. 
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La especie R. tropici, grupo n, es resistente a altas temperaturas 
(Martínez-Romero et al., 1991 y Graham, 1994). 
Azospirillum spp. presenta un óptimo de crecimiento y fijación de N entre 
32 y 40° C y en general bacterias de ambientes tropicales presentan 
óptimos en ese rango de temperatura Berkum y Bohlool (1980) No 
obstante, existen cepas como A. halopreferans y A. irakense que son 
propias de ambientes salinos y muy cálidos. La nitrogenasa de 
Azospirillum puede ser más bien sensible a temperaturas bajas pero 
parece que las bajas temperaturas afectan principalmente a las plantas con 
las cuales está asociada la bacteria. 
• La humedad. 
Más que la humedad como tal, es la relación de ésta con la disponibilidad 
del 02 que afecta sistemas aeróbicos de fijación. Esta puede constituírse 
por exceso en una limitante de los organismos fijadores pero inclusive 
puede favorecer la actividad de la nitrogenasa. Day y Dobereiner (1976) 
determinaron una correlación positiva entre humedad y reducción de 
acetileno por la nitrogenasa.. Este aspecto es de suma importancia y 
podría explicar el por qué la fijación libre llega a su más importante 
expresión bajo vegetación de pastos y arroz de inundación. 
En Rhizobium es menos nociva la inundación que un período largo de 
sequía, sobre todo acompañado de alta temperatura y bajo contenido de 
coloides en el suelo (Marshal, 1964, citado por Vincent, 1986) . 
Rhizobium parece menos tolerante que el Bradyrhizobium, pero en 
general lo que parece más nocivo para ambos géneros es la alternancia de 
períodos marcados de sequía con inundación. 
3.4.2 Factores bióticos 
La fijación de N por ser mediada por microorganismos depende de la 
interacción entre ellos, En el suelo existe un volúmen disponible a ser 
ocupado por agua, aire y organismos de diferentes clases, por lo que se 
establece competencia y una serie de interacciones de todo tipo. Así 
también, existen unas fuentes definidas de alimento por el cual compiten 
los microorganismos lo que explica las fluctuaciones permanentes de las 
poblaciones. 
Respecto al N, los organismos fijadores de N tienen la ventaja sobre los 
demás cuando hay déficit de éste, pero pueden actuar sinergisticamente 
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con microorganismos que no son fijadores por ejemplo los celulolíticos, 
que les suministran fuentes simples de carbohidratos que pueden ser 
consumidos, a la vez que los pueden favorecer con el mínimo de N que 
requieren ellos. 
La doble simbiosis con bacterias fijadoras y hongos micorrizogenos es el 
mejor ejemplo de sociedades múltiples, pues se ha logrado demostrar en 
la mayoría de estudios que no se establece competencia por los 
carbohidratos que la planta envía a la raíz para sus socios y que al 
contrario la planta aumenta su entrega a ambos. El P Y otros beneficios 
aportados por el hongo funcional son aprovechados por todos los 
componentes con aumentos de N fijado y del rendimiento. 
Existen, a la hora del análisis biótico de la fijación, criterios como el de la 
eficiencia. La competitividad y la supervivencia en un detenninado medio 
para referirse a detenninada población o sistema de organismos fijadores 
deN. 
3.4.2.1 Especificidad. 
Los organismos que se asocian en el suelo pueden o no presentar 
predilección por asociarse con determinadas especies. Azospiríllum 
lipoferun y A.brasilensis prefieren cada especie a un tipo de planta a nivel 
general (Day y Dobereiner 1976; Bodey y Dobereiner,1982). Un aislado 
de Azospirillum brasilense del valle del Nilo favoreció mucho más el 
desarrollo de arroz que otras cepas de Azospiríllum de reconocida clase 
provenientes de otras regiones y el efecto fue mejor en una variedad que 
en otras(Omar et al., 1990). 
Al nivel de los organismos simbióticos, esa especificidad parece aún ser 
más estricta para la mayoría de bacterias. Existe entre los organismos 
específicos una infonnación genética que codifica para factores propios 
de las especies vegetales y que hoy en día se están estudiando 
profundamente con ayuda de la biología molecular. 
El mecanismo que pennite desencadenar diferentes tipos de asociaciones 
y simbiosis parte inicialmente de las plantas que liberan al suelo 
compuestos tipo flavonas y flavonoides que se asocian a polisacaridos 
producidos por microorganismos en zonas específicas, produciendo así 
una reacción tipo enzima. Con esta identificación presentada se produce 
una colonización relativa de microorganismos de la rizosfera, siendo este 
el primer paso de selección realizado por la planta sobre los 
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microorganismos del suelo, incluyendo patógenos. Otro mecaní~mo de 
selección más general se presenta al nivel de las plantas favoreCIendo a 
los organismos fijadores de N al liberar a la rizosfera azucares .y 
productos de alta relación C:N lo que permite a estos una ventaja 
comparativa para establecerse en esa zona del suelo. . . , 
El grado de especificidad es variado y depen~e pa:a su manlfest~~IOn de 
otras características del medio y de las SItuaCIOnes entre dlÍerentes 
organismos ya que ambas especies deben tener las .co~?iciones 
ambientales y edáficas necesarias para que se presente la aSOCIaCIOn. . 
El grado de especificidad es tal que ella puede presentarse n? solo ~ mv~l 
varietal, sino de ecotipos, como es el caso de algunas bactenas de nzobIO 
y rizosféricas, lo que incentiva la relación de esta diversidad de 
organismos para cada ambiente en particular. (Medina et., al 1 ~94). 
Con Vigna unguiculata (Medina et al., 1995) y con Arachls hypogea, 
Alvarez et al. (1997) y con otros cultivos en trabajos del autor, se ha 
mostrado repetidamente que aislados de Bradyrhizobium selecionados de 
un suelo para ser reinoculados en el mismo tuvierón mejor exit~ que 
cepas reconocidas por su eficiencia, provenient~,s de. c.oleccIOnes 
nacionales e internacionales. La respuesta en nodulacIOn caSI SIempre fue 
diferente según la variedad de leguminosa estudiada, Bodey y Dobereiner 
(1982) reportarón la especificidad de Azotobacter paspali con una 
variedad definida de Paspalus sp. 
3.4.2.2 Competitividad 
Desde el punto de vista ecológico los microorganismos del suelo están .en 
una continua competencia por sitios y por alimento. Las bactenas 
fijadoras de N tienen la ventaja comparativa de adaptarse a ambientes. de 
baja concentración pero entre ellas mismas se establecen compe.tencIas, 
por ejemplo en la rizosfera, o en compost, donde no necesanamente 
dominan las de mayor capacidad de fijación de N. 
Azospirillium spp y los diferentes géneros de bact~r~as de la f~milia 
Rhizobiacea presentan diferente habilidad de ocupar SItIOS en las ralces y 
nódulos, esto ha motivado numerosos estudios apoyados en la respuesta 
serológica ya que se ha demostrado que la efectividad e inclusive la 
capacidad de tolerar condiciones estresantes depende en gran parte del 
número de individuos de una determinada especie de organismos 
presentes. Se citan por ejemplo los trabajos de Fagues (1992), Lcgard y 
149 
Gilis (1995), Gonzalez et al. (1996), entre otros, que ilustran como al 
aumentar el número de células de un inoculante se resiste mejor altos 
contenidos de N-N03. Okon (1994i sostiene que para obtener éxito en las 
inoculaciones con Azospirillum se requieren inoculantes con número de 
celulas por encima de 108 por gramo de sustrato, muy superior a la 
cantidad requerida por rizobios. En las Figuras 5.5 y 3.9 se observa la 
respuesta diferente de soya según el tamaño de la población en el 
inoculante o en la semilla y a la mejor respuesta en suelos fértiles cuando 
se aumentó el número de células en el inoculante. 
Los rizobios compiten, por sitios en los nódulos y no es raro encontrar 
que un nódulo se encuentre ocupado aun por dos géneros, esto porque el 
movimiento y la adhesión a la raíz son abiertos de tal forma que pueden 
estar presentes ambos géneros o varias especies en el mismo sitio donde 
comienza la infección de la raíz, los cuales son envueltos e ingresan por 
el hilo de infección formado en la raíz. 
Se ha demostrado que en el uso de inoculos multicepas los nódulos 
formados por las diferentes cepas son proporcionales a la cantidad de 
bacterias de cada cepa en el conjunto del inoculante mixto. 
El tamaño de la población nativa de rizobio es determinante en la 
respuesta a la inoculación, particularmente en el trópico se ha sostenido 
que existe una amplia dispersión de Bradyrhizobium spp sugiriendo que 
esta es una de las mayores limitantes para la respuesta a inoculación 
Singleton et al., (1992). Sin embargo, hay información sobre diferentes 
trabajos realizados en el trópico para concluir que si bien con poblaciones 
entre 1a1000 baterias de Bradyrhizobium nativas por gramo de suelo el 
incremento debido a inoculación ha sido de 434%, mientras que cuando 
los valores estuvieron por encima de 1000 bacetrias indigenas sólo se 
co~siguieron incrementos de 155% con tasas de inoculación entre 106 Y 
rizobios por semilla. Se deduce que la falta de respuesta no es 
propiamente por la presencia de rizobio indígena y que con adecuada 
metodología y buena calidad de inoculante se puede tener éxito. Sin 
embargo, estudios mas detallados de la red "WREN", con trabajos en 
Ecuador, PueHo Rico, Marruecos, Taiwan, Hawaii y otros países, 
recopilados por Singleton (1992), se establece una relación interesante 
entre la respuesta a fertilización nitrogenada, la población nativa del 
rizobio y la respuesta a la inoculación (Tabla 3-3). 
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Tabla 3-3 Influencia de rizobio indígena en la respuesta de leguminosas a la 
inoculación de suelos tropicales con rizobio. 
.~*.}No de Experiment Respuesta Frecuencia de respuesta 
!1izobiolg os relativa Inoculación Nitrógeno 
l~de suelo inoculación 
---------------------------------%--------------------------­
O 14 252 71 86 
1-10 16 94 92 71 
1-100 13 14 70 70 
100-1000 11 10 77 77 
>1000 14 71 85 
Según lo resultados expresados en la Tabla 3-3, y los de Tilies (1991) en 
su tesis doctoral en Hawaii, se concluye que el impacto de la inoculación 
es grande cuando la población nativa es baja o no existe en d suelo y la 
respuesta declina rápidamente cuando hay mas de 10 rizobios por gramo 
de suelo. 
Algunas cepas de Rhizobium pueden producir el antibiótico trilolitoxina 
que elimina competencia de otras cepas que no son capaces de 
producirlo, así muchas veces el intento fallido de una inoculación puedc 
estar simplemente en este factor biótico que limita la competencia de la 
bacteria introducida contra las cepas nativas. La presencia de cepas 
nativas agresivas de una misma especie se convierte en la mayoría de 
casos en la mayor limitante para la introducción de cepas efectivas, por 
ejemplo en Brasil no ha existido dificultades en la introducción de 
Bradyrhizobium japonicum con soya porque fue introducido el cultivo y 
la bacteria, en contraste, en México la población de Rhizobium etli es 
muy amplia, muy diversa y altamente competitivas )0 que ha impedido el 
buen desempeño de otras cepas introducidas para fríjol (MaI1inez­
Romero et al.,1998). En Colombia se han rcalizado aislamientos de cepas 
de Bradyrhizobium japonicum de excelente comportamiento en las 
regiones del Tolima y Llanos Orientales donde no se tenía tradición con 
el cultivo; sin embargo, en la región del Valle del Cáuca tradicional 
productor, donde se introdujeron inicialmente cepas de los Estados 
Unidos, no se han podido aislar cepas superiores o respuesta significativa 
a la inoculacion de otras evaluadas y caracterizadas por su efectividad. 
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3.4.2.3 Superv ¡venda 
Se refiere a la capacidad d~ un organismo de colonizar un ambiente y 
~ermanecer allí por un tiempo determinado. Es una propiedad muy 
Importante que debe presentar un organismo adecuado para ser 
inoculado, aunque esta propiedad puede ser variable dependiendo de 
condiciones bióticas y abióticas del medio (Freire et al., 1983). 
La sobrevivencia puede estar asociada a la capacidad saprofítica de las 
bacterias entre otras cualidades ya que su capacidad de tomar el alimento 
de la MO del suelo elimina la dependencia más o menos obligatoria de la 
presencia de leguminosa, lo que le permite sobrevivir sin su presencia por 
períodos más o menos largos. Baja supervivencia podría ser esperada por 
cepas importadas de otros ambientes ó por la presencia en bajo grado o 
inexistencia en el suelo de cepas que nodulan leguminosas exóticas. 
Freire et al. (1983) introdujeron una mezcla de cepas de Bradyrhizobium 
japonicum, SEMIA 566, 587,527,586, en suelos de la estación 
experimental GUAIBA Porto, Brasil, en un ensayo con soya variedad 
"Bragg". Ellos hicieron evaluaciones anuales durante 11 años de la 
ocupación de nódulos por las diferentes cepas, encontrando que hay unas 
que conservan gran competitividad desde el inicio del ensayo, como fue 
el caso de la SEMIA 587 que ocupó un 30% de los nódulos a los 2 años, 
mientras que SEMIA 566, presentó baja ocupación al inicio pero apareció 
un poco mas agresiva al quinto año, ocupando 42% de los nodulos. 

Está propiedad es muy afectada por los factores biótÍcos y abióticos por 

ejemplo hay cepas de Rhizobium (la mayoría) suceptibles al ataque de 

protozoarios, que controlan el crecumento de la población 

(Alexander,1984). Factores como la temperatura, que puede alcanzar 40 a 

50°C en el trópico en los centímetros superiores del suelo, puede bajar la 

población considerablemente quedando sólo las especies o cepas 

resistentes, otros factores como pH, humedad, pueden ser responsables de 

los cambios en los niveles de polación (Freire,1985). 

Según la respuesta a la nodulación Date (1982) agruparon las 

leguminosas tropicales en los siguientes grupos. 

Grupo PE: (Promiscua Efectiva): nodulación con un grupo amplio, 

géneros, especies y cepas. Ejemplo Cajanus sp.,Canavalia sp.,Crotalaria, 

indigolera, Macruptilum, Pueraria, Zornia y algunas especies de 

Sthylozantes entre otras. Estas forman simbiosis efectivas con varias de 

las cepas encontradas en el suelo. 
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Grupo PI: (Promiscuas lnfectivas): nodulan con muchas especies pero 
solo con unas pocas se hacen efectivas ejemplo Sesbania, Aeschinomene, 
Sthylosantes. 
Grupo Específico: Solo nodulan con un número muy reducido de 
bacterias Rhizobiaceas, generalmente las cepas con que responden a la 
nodulación y fijación son las mismas originadas con la especie, ejemplo 
leucaena sp Esta ha sido reportada por algunos autores como específica 
sin embargo, s~ sabe ahora que es capaz de nodular con dos especies 
diferentes, R.Loti y R.tropici; otras leguminosas de este grupo son, 
Trifolium, Mimosa y Stylosantes capitata. 
Luego se ha hecho la aclaración que los PE forman simbiosis efectivas 
con pocas cepas y que las PI presentan mayor fijación de N en muchas 
ocasiones, lo que estimula a continuar en la búsqueda de cepas mejores. 
Perez y Labandera (1998) Encontraron que Lotus Spp a pesar de poseer 
una relativa especificidad, nodula con cepas de Rhizobium loti y de 
Bradyrhizobium sp.y en un ensayo con varias cepas y varias especies de 
Lotus encuentraron que unas cepas sólo funcionaron bien con algunos 
tipos de lotus pero que se producen de todas formas nódulos (infectivos) 
por cepas no efectivas diferenciables de los nódulos producidos por cepas 
efectivas. 
3.5 MÉTODOS PARA MEDIR LA FIJACIÓN DE NITRÓGENO 
La medida del N en el suelo es complicada tal como se discutió en el 
capítulo 2, dcbido a la gran variedad de formas que éste presenta. Shulten 
y SchnÍtzer (1998) hicieron una revisión profunda sobre las formas y la 
distribución del N en los suelos e inclusive destacan los autores que una 
fracción muy importante del orden de 28 a 34% del Nt no es hidrolizable 
en HCl 6M a 24 horas, constituyendo se en una fracción muy poco 
conocida del N de muchos suelos estudiados. 
La medida del N proveniente de la fijación biológica ha sido revisada por 
Peoples y Hcrridgc (1990) en sistemas tropicales y subtropicales. 
Normalmentc se determina la proporción en porcentaje del Nt derivado 
de la atmósfera (%I'\df), lo que se hace un poco más simple cuando se 
hace en plantas mediante las técnicas modernas de N15, ya que técnicas 
indirectas usadas hasta hace poco tiempo, por ejemplo la actividad de la 
nitrogenasa a través ele la reducción del acetileno, ya han sido reevaluadas 
debido a innumrerables inconvenientes presentados por ellas, Sin 
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embargo, la técnica de la reducción de acetileno se discute aquí ya que 
sigue siendo una herramienta útil sobre todo para diferenciar la capacidad 
cualitativa de fijar N por, aislados de microorganismos promisorios como 
potenciales fijadores. Igualmente es usada para estudios comparativos y 
para y otros estudios fisiológicos y bioquímicos. 
El método del N I5 y el N I3 tienen problemas de costos y manejo lo que 
sólo lo hace práctico en la investigación científica. El método del 
balance, que mide una condición más realística de un ecosistema abierto 
y por ello considera pérdidas y ganancias al final de un período 
determinado, muestra cuánto N remanente queda atribuible a la fijación 
(NdF). Estudios al respecto han sido realizados para diferentes 
ecosistemas (Herridge, 1982; Thomas y Asakawa, 1993; Roswall y 
Paustian,1984; Bliss, (1993) 
Otro método sencillo de campo es el de comparación del N absorbido por 
una planta leguminosa contra otra no-leguminosa en un mismo suelo, o el 
uso de una planta nodulada con una isolínea no nodulante (hay buena 
información de isolineas de soya, fríjol y maní.) 
Aprovechando el comportamiento de una gran cantidad de leguminosas 
tropicales para sintetizar y transportar N fijado como ureidos, se ha 
logrado la detección y medida de la proporción de éstos en la savia Es 
una medida indirecta pero sencilla del NdF. Este método puede ser 
revisado en McNeil (1982). La relación existente entre la producción de 
ureido y la fijación de N fue tratada en el capítulo 2, en el presente 
capítulo se describe la metodología. 
3.5.1 Técnicas isotópicas 
• N215 gaseoso 
La abundancia natural de N I5 de la atmósfera es 0.3663%; en cámara 
controlada se puede estimar la proporción de N IS en la planta atribuíb1e a 
la fijación, en campo es más complicado un control de este tipo. 
N IS• Sustratos o Fertilizantes enriquecidos con .Dilusión Isotópica 
(DI). 
Consiste en la evaluación en plantas fijadoras y no fijadoras del N1S 
absorbido de un medio enriquecido con el isótopo, la fijación de N se 
obtiene del grado de dilusión que sufra el 15N en su composición. 
Ambas plantas deberían tener igual relación NIS :N I4 si ellas obtienen el N 
del suelo enriquecido, aunque no necesariamente igual cantidad de N. Las 
I4plantas fijadoras de N van a presentar una dilusión del N IS al tomar el N
del aire, preferencialmente al N IS aportado al desde el suelo. Entre mayor 
sea la fijación, mayor será la dilusión o menor la proporción y el N 
derivado de la fijación atmosférica (NdF) se podrá cuantificar con la 
siguiente la ecuación: 
% 15NdjF J 
%NdF= 1- o/~ iS 100[ NdlnF 
NdfF es el N derivado del fertilizante en la planta fijadora y NdfnF, es el 
N del fertilizante en la no fijadora, mientras que NdF es el N derivado de 
fijación atmosférica. 
La ecuación es deducida de Hardarson (1990): 
% NdfnF + % NdfnFs = 100 
% NdfF + % NdfsF + % NdF = 100 
% NdfF y %NdsF son N de la planta fijadora, obtenido del fertilizante y 
del suelo, respectivamente. % NdfnF y % NdsnF son el N de la planta no 
fijadora obtenido del fertilizante y del suelo, respectivamente. Además, 
% NdjF % NdjF 
= 
% NdsnF % NdsF 
Se asume que las plantas tienen similar sistema radicular y similar 
capacidad de absorción de N y que el sustrato enriquecido se mantiene 
en el tiempo. (Figura 3.11) 
Abundancia Natural (AN) de N 1S• 
La concentración del N I5 en la mayoría de suelos es mayor levemente que 
la concentración de éste en la atmósfera (Vose et al., 1983). 
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N 15 ,t C'" o 15a moslenco representa 0.3663 Yo Y el N del suelo presenta valores 
entre 0.370 y 0.386%. 
Figura 3-11 Esquematizaeión de la técnica de dilusión isotópica de N 15 (Adaptada de 
Peoples y Harridge 1990) 
Por ello en las plantas F (fijadoras) entre mayor fijación realicen más 
diluído será su concentración en N I5 (Figura 3.11). El método es menos 
. 1 d' 15caro por no tener que ennquecer e me 10 con N que es costoso y 
además se puede evitar el error causado por una inadecuada distribución 
de é~te, como ocurre cuando se enriquece el suelo con el isótopo, pero se 
reqUIere de un equipo más sofisticado para medir concentraciones muy 
pequeñas (Peoples et al. (1991); Vose et al., 1982). La ecuación general 
es: 
15 
% oN 15 =/ N / N 14 muestra 1J100 
\ N 15 / N 14 estandar 
8 N I5 = Nivel natural de NI5 en las hojas 
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y aplicando la misma ecuación de la dilución isotópica el N fijado sería: 
s: 01 N I5 o/ N I5 ,{; ]01 NI" d _ 1 u 10 - 10 atmosJera 
10 Jija 0- -- _ - _. 100 [ %N 1) del Nasimilable del suelo - %N I ) atmosfera 
El NI5 del suelo es el tomado por una planta no fijadora. El método fue 
empleado en un ensayo de agroforestería con Leucaena como fijadora de 
N, y Sena, como un árbol no fijador y varios tipos de aplicación del N I5 . 
Se concluyó que la medición en las hojas fue la medida mas práctica y 
repetitiva, y que una sola aplicación del N I5 al suelo es suficiente para 
evaluaciones a largo plazo. La leucaena derivó el 73% de su N del aire 
equivalente a 278 kg.ha- I (Sanginga et al., 1996) 
3.5.2 Técnica de la reducción de acetileno 
Al someter nódulos o un cultivo bacterial a una atmósfera controlada en 
donde se ha substituido un 10% del aire por 10% de acetileno (VN) 
durante un tiempo determinado de 0.5 a 24 horas ó más, tiempo durante 
el cual el acetileno es transformado por la nitrogenasa a etileno se puede 
medir el acetileno que queda sin reaccionar y el etileno producido en un 
lapso de tiempo por cromatografía de gases en un cromatógrafo con 
ionizador de llama de hidrógeno. 
C2H2 ~ C2H4 (acetileno ~ etileno) 
El método es práctico y permite determinaciones en campo de gran 
volúmen de muestras ya que es posible retirar aire de una muestra 
sometida a la reacción ó ser colectada y guardada en un "Vacuotainer" 
para ser medido posteriormente.Este método ha sido revisado 
comparado con el de N 15 por Hardy et al.(l968). • 
Uno de los mayores inconvenientes para la cuantificación es el factor de 
conversión de acetileno reducido a N reducido para lo cual se ha usado el 
valor de 3 al, basado esto en que se necesitan 3H+ por cada N reducido a 
NH3, mientras que solo se requiere UIl H+ para la reducción de una 
molécula de acetileno a etileno. Lo cual no es completamente exacto ya 
que la eficiencia de la reducción es diferente. Además la determinación es 
puntual en espacio y tiempo y la actividad varía durante las 24 horas con 
la temperatura, la luz, la humedad, etc. Los valores de conversión 
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actualmente usados están en el rango de 1.5 a 8.4 para leguminosas 
forrajeras y alimenticias y de 1.6 a 4.8 para mediciones en árboles. 
3.5.3 Método de la diferencia en Nt 
Se ha~e mediante la determinación de Nt por Kjeldahl en las plantas y la 
matena seca de la planta. Normalmente se hace solamente en la parte 
aére~, así se puede calcular el N absorbido por una planta fijadora y otra 
no fijadora como referencia e inclusive se puede tener otro patrón más de 
referencia. Esto se hace con una planta a la cual se le suministra 
fertilizante nitrogenado lo que permite, por diferencia, establecer el N de 
l1jación y su equivalencia en términos del N fertilizante por ejemplo en la 
Tabla 3-4, la fijación de N fue equivalente a 160 kg Nlha). 
Tabla 3-4 Diferencia del Nt, rendimiento y extracción del N en la semilla de 
SOy~1 .(Glicine max L. Merril), en función de la inoculación y aplicación del N 
fertIlizante (Adaptada de Chandel et al. (1989) citado por Peoples y Herridge 
I 
N Soya inoculada Soya no inoculada sp 
Semilla Nt Semilla Nt Semilla Nt 
Mg.ha·1 kg.ha·1 Mg.ha·1 kg.ha·
' 
Mg.ha·1 kg.ha·! 
o 2.39 232 1.51 103 1.52 81 
20 1.55 106 1.78 90 
40 1.87 152 2.06 106 
80 2. J1 185 2.50 127 
160 2.43 233 2.72 158 
LSD 0.18 26 0.50 17 
P=0.05 
En la Tabla 3-4 se muestra un cálculo de la fijación de N de soya (G. 
max) por el método de la diferencia en el Nt usando el pasto Eleusina sp 
como planta indicadora no-fijadora de N. Se midieron el rendimiento de 
semilla y extracción del N de la semilla en función de la inoculación y de 
la aplicación de N del fertilizante. El N aplicado se hizo como urea y la 
concentración de N al inicio del experimento en el suelo fue de 0.081 %. 
Resumiendo, el N de fijación por este método se determina con la 
siguiente ecuación: 
NdF = Nr NNrNH/ 
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NdF, NF, NNF representan: N derivado de la fijación, N en la planta 
fijadora y N en la no planta fijadora, respectivamente. 
Se asume que el N de la planta no fijadora es todo del suelo y que la 
planta fijadora y el control asimilan en iguales cantidades. 
Se puede corregir el valor así Ndf (NF - NNF) + Nsr - NSNF 
Donde NSF Y NSNF son N del suelo donde creció la planta fijadora y del 
suelo de la no fijadora respectivamente. 
3.5.4 Composición en ureidos de la savia del xilema , . 
Como ya se discutió, la mayoría de plantas .fija~oras de N e~ el tr~p~co 
transportan ureidos, (como alantoína, cItnllma, canavamna" aCIdo 
alantoico, etc.) como los principales compuestos de N desde la rmz a los 
órganos exteriores. . 
Midiendo la proporción de los principales compuestos mtrogenados 
solubles en la savia y comparando la presencia relativa de ureidos en ellas 
se puede estimar indirectamente el N prov~niente de ,~a fijación. 
Algunas leguminosas como maní, lupmus y fnJol, exportan el N 
principalmente como glutamina y asparagina (Hardarson y Danso, 1993). 
Sin embargo, el trabajo de Diatloff et al. (19~1l) muestra,. una buena 
correlación de contenido de ureidos en 5 cultivares de fnJol con las 
características principales de sus nódulos y valores de acumulación 
relativa del 30-40% de ureidos a los 83 días El método es recomendado 
para ensayos de campo relacionados con fijación de N e.n fríjol ~ ~n. otras 
especies como leguminosas forrajeras tal como De,:modmm ovalijolz~m. 
Este método sería muy útil en leguminosas forrajeras con evalua~lOnes 
directas en campo por la necesidad de manejar balances entre es~ecIes en 
mezclas tal como con pastos con diferentes necesidades de ~ y dIferentes 
expectativas para un adecuado uso p~~ el ~an.ado. ?n Br~sII, Rezen~e et 
al. (1996), obtuvieron una correlaclOn sI?m.~catlVa (r- 0.91). entle ~~ 
abundancia relativa de ureidos y el N de fiJaclOn evaluado medIante N 
en la savia del tallo, aunque es necesario mencionar que debe l:~cerse la 
curva de calibración en diferentes épocas y controlar la exploracI~n del N 
del suelo no marcado al profundizar las raíces de las plantas que sIrven.de 
control, por debajo del frente de N marcado. ~:sta sería u~a alternat~va 
interesante de evaluación rápida y de costo relatIvamente baJO en ese tIpO 
de agrosistema. . , . 
El método se basa en la determinación de la propor~1O~1, de urcldos 
respecto de los otros compuestos nitrogenados Y la aSOClaClOn de esta al 
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porcentaje de N proveniente d~ fijación, por lo que es. una evaluaci?n 
indirecta y semicuantitativa. Uiil sólo como referen~Ia del ?o:~ncIal 
fijador de una especie o para evaluar ~iferencia potencial de fiJacIOn en 
una especie como respuesta a un tratamIento. . , 
La abundancia de ureidos es expresada como una proporcIOn del N total 
de la savia así: 
10 x (4 x ureides) 
UR %N (4 x ureides) + amino + nitrato 
UR= Ureido relativo. 
El método consiste en obtener la savia del xilema con una bomba de 
vacío, o decapitando y tomando el exudado, o haciendo un extracto 
acuoso de tejidos de los tallos o ramas, hay much~s factores que pueden 
influir en la variación del contenido relativo de ureldos corno el estado de 
humedad por ejemplo. 
Es un método sencillo y de bajo costo, puede tomarse muchas m~estras 
en un mismo día y no es necesario destruir las plantas, para legummosas 
arbóreas o para árboles que fijan. Con Franki~ e~te sería una buena 
alternativa de medición por la abundancia de saVia cIrculando por tal.lo y 
ramas. Mayor información se puede obtener de Peoples and Herndge 
(1990). 
3.5.5 El balance . 
Este método permite mantener una buena información establecIendo 
diferencias entre entradas, extracciones y pérdidas del N o el faltante o 
sobrante cn el suelo con cada cultivo de ciclo corto o perenne. ~oswal y 
Paustian (1984) presentan varios casos de análisis del N en dIferentes 

agrosistemas usando este método. 

La fijación de N puede ser estimada de la suma de los ~omponentes, 

entradas y salidas, con el N remanente en un ~er~~do estacIOnal o anual. 

De esta forma, se han estimado valores de fiJacIOn de 220 Kg N~a en 

Cianopsis tetragonoloba Y en maní (Arachis hypoge~) de 123 Kg.ha . las 

pérdidas por desnitriiicación citadas en esos trabajos y los aport~s de 

precipitación fueron despreciables según el autor Greenland (1977) cItado 

por Herridge (1982). 
Pueden existir errores grandes si no se tienen en cuenta, sobre todo, 
muestreos adecuados, particularmente en lo referido al volumen 
muestreado, la profundidad y la extensión de muestreo. Un punto 
delicado es el procesamiento de las muestras, el cual debe ser similar para 
todas las medidas si se tiene en cuenta el fuerte efecto que ejerce el 
secado en el N de las mismas antes de su determinación. El método parte 
de un diagrama de flujo donde se registran los diferentes componentes del 
N a calcular, estimar o descartar, similar al presentado en la Figura2.3 
3.5.6 Número de nódulos ó de heteroquistes 
Cuando la fúación de N es esperada en una simbiosis, el órgano de la 
simbiosis formado para tal fin (nódulo o heteroquiste) o algunas 
características de ellos tales como número, tamaño, peso y color, pueden 
ser indicativos, por lo menos, de la fijación de N. Hay contradicción 
entre algunos autores citados por Bergersen et al (1989) quienes 
reportaron alta correlación entre parámetros de fijación y nodulación en 
experimentos de campo, pero Duque et al (1985) indican que aún entre 
variedades las comparaciones no son correlacionables. 
Orozco (1993) demostró que la masa seca de los nódulos de 
Bradyrhizobium en soya Glicine max L. Merril variedad Brag en solución 
nutritiva, corelacionó significativamente con la masa aérea de la planta 
(R2=0.82), pero no con el número de nódulos. El número de nódulos, 
frecuentemente utilizado como un indicativo de fijación, debe ser tomado 
con mucho cuidado ya que en muchos ensayos se ha visto una respuesta 
negativa en desarrollo de la planta y en la fijación con una proliferación 
de nódulos pequeños. 
Igualmente el numero de heteroquistes en las algas filamentosas se ha 
utilizado como una estimación cualitativa del proceso de fijación 
(Venkataraman ,1982). 
3.5.7 Conclusión sobre metodologías 
Sólo el NI5 permite la medida directa de la fijación biológica del N. Otros 
métodos como el rendimiento de materia seca, N total, reducción de 
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CAPÍTULO 4 
FIJACIÓN LIBRE DE NITRÓGENO, ASOCIATIVA 

Y PARASIMBIÓTICA (ENDOFÍTICA) 

4.1 AISLAMIENTO PURIFICACIÓN Y CONSERVACIÓN DE 
BACTERIAS FIJADORAS LIBRES DE N 
La variedad de organismos procarióticos fijadores de N. es tan ~pli~ y 
diversa que ofrece opciones para todos los ambI.ente~ mclu.s~ve 
inesperados e inhóspitos. Se presenta en tractos dIgestIVOS, SItIOS 
anaeróbicos, fennentativos, congelados, supercálidos, etc., y la única 
condición común es su carácter procariótico. Difieren en el proceso de 
fijación de N por la forma de hacer funcionar la nitrogenasa y el cómo se 
proveen de A TP Y reductantes. . . 
Detectar la capacidad de un microorganismo libre se hace un poco, dI~cIl, 
pues la forma más usada es la de detectar crecimiento en un medIO lIbre 
de N; sin embargo, hay organismos muy hábiles para tomarlo de trazas 
presentes en contaminantes del medio o de otras formas de N presentes 
en el aire y diferentes a la gaseosa. Se han sugerido de esta forma falsos 
positivos, o en su defecto hay otros organism.os que no pueden cre~er en 
un medio artificial controlado pero en su ambIente natural pueden fijar N. 
Detectar aumentos de N en un medio donde¡;llos c:ecen es difí~il p~r las 
cantidades tan pequeñas y además el N reqUIere de eqUIpamlCnto 
costoso aunque sería la mejor opción. . .' , . 
La forma más utilizada para detectar éste tipo de fiJacIOn y ~a~tenas que 
la presentan es mediante la reducción del acetileno que SI bIen, ~a ha 
sido reevalu~da como método de cuantificación, sigue siendo sencIlla y 
útil; pues sólo con la intensidad de los ~icos desar,r0llados por . un 
cromatógrafo de gases al inyectarle una atmosfera extraIda de ~n cultIVO 
de la bacteria que crece en un medio libre de N, es suficIe~te para 
predecir su capacidad de producir n~trogena~a. Para este fin, se SIembran 
sobre un plato de petri con el medIO selectl:'o y luego s~ separa en un 
medio semisólido en frascos de baja capacId~d con tapon de cauch?, 
donde es reemplazado el 10% del aire por acetIleno. Cu~ndo la bacter.la 
ha crecido, se inyecta el acetileno y se deja una hora o el tIempo necesano 
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de acuerdo con el ensayo para luego leer en un cromatógrafo el etileno 
producido y el acetileno remanente. 
Existen diferentes medios selectivos con base en requerimientos 
específicos de algún género de bacteria que se pretenda aislar, e inclusive 
se puede enriquecer el suelo eon ese organismo antes de hacer el 
aislamiento. 
Por ejemplo, puede enriquecerse un suelo con Azospirillum halopreferens 
aplicando alta cantidad de Na+ al suelo y si hay alguna población inicial 
ésta aumentaría. Si además se somete ese suelo a una temperatura de 
40°C se hará más exclusivo el medio de crecimiento para esta bacteria, 
dadas sus condiciones óptimas de crecimiento. Derxia gumosa se 
aumentaría en un suelo por aplicación de almidón. Así existen medios 
con requerimientos específicos, sobre todo en lo que respecta a la fuente 
de carbón o a factores limitantes para otras especies que pueden 
crecer en el medio sin N. 
Tratándose de bacterias libres rizosféricas la mejor medida de 
purificación es utilizando los propios exudados de la planta. Debido a la 
desuniformidad de crecimiento y a veces a la pérdida del mismo en 
medio artificial para estudiar bacterias fijadoras libres de N; se han 
diseñado modelos con plántulas como el propuesto por Thomas-Bauzon 
(1982) Y refinado por Heullin et al (1989), el cual se describe dado su 
interés para probar la fijación de especies diazotróficas nativas en un 
medio estéril sin C ni N y con la posibilidad de medir directamente la 
actividad nitrogenásica sobre el sistema. 
El modelo consiste en un tubo con un brazo al lado (Figura 4.1) el cual 
contiene NaOH 1 N como trampa de CO2, la semilla se escarifica y 
desinfesta superficialmente durante 20 minutos con agua oxigenada 
(10%) seguida de varios lavados con agua estéril, se tratan con 
hipoclorito de calcio durante 2 horas y de nuevo se lavan. Se siembra 
una semilla sobre 6 cm3 de agar semi sólido al 0.5% libre de N y C 
preparado así: 
Solución A (gil): ZnS04.7H20, 0.043; MnS04.H20, 1.30; 
NaMo04.2H20, 0.75; H3B03, 2.8; CuS04.5IhO, 0.026; CoS04.7H20, 
0.07. 

Solución B (gil): MgS04.7H20, 2.8; CaClz.2H20, 2.0; FeS04.711z0, 

0.44; EDT A, 0.40; solución A, 20cm3. 

Solución C (gil): K2HP04, 60; KH2P04, 40. 
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Medio final: 50 cm3 B + 15 solución C, completado a 1 litro con agua 
destilada. 
Figura 4.1 Modelo "espermosfera" Adaptado de Thomas- Bauzon (1982). 
Los tubos se incuban a 30°C en la oscuridad con 10% de acetileno y 
después de 5 días se hacen las mediciones (Heullin et al, 1989). Para la 
conservación de las bacterias de la familia Azotobacteriaceae, 
Antheunisse (1972) citado por Becking (1986) propone guardarlas en un 
tubo con medio sólido con tapón de algodón y una cobertura de parafina 
o aceite mineral excepto Azospirillum spp.; el autor sostiene que la tasa 
de supervivencia es buena por varios años e inclusive mucho mejor que 
en forma liofilizada. 
4.2 FIJACIÓN AERÓBICA LIBRE DE N 
Las bacterias fijadoras libres de N son habitantes comunes de todos los 
suelos especialmente en la rizosfera de plantas superiores pero también 
pueden vivir en las hojas (filosfera). 
Las aerófilas o microaerófilas pertenecen a la familia Azotobacteriacea de 
los cuales se han reconocido 4 géneros: Azotobacter, Azomonas, 
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Beinj¿rinckia y Derxia, más recientemente se ha propuesto también el 
género Azospirillum (Spirilaceae) dentro de esa misma familia (Becking, 
19R6). 
4.2.1 Azotobacter spp: 
Es el género más estudiado y se ha encontrado en numerosos ambientes 
como suelos, agua, y hojas en todo el mundo e inclusive se conocen 
inoculantes producidos comercialmente en Rusia y en Cuba, donde se 
utilizaron grandes fermentadores de la industria azucarera en los turnos 
que permanecían cesantes para producir grandes cantidades y usarlos en 
la agricultura como una forma de hacerle frente a la carencia de 
fertilizantes nitrogenados por razones del bloqueo norteamericano; los 
resultados de su uso han sido muy buenos en varios cultivos como tomate 
(Licopersicum spp.) y otras hortalizas '. 
Este género es exigente en pH el cual prefiere neutro o levemente 
alcalino, sin embargo, el pH levemente ácido no es excluyente. 
Existen varias especies del género, algunas muy estudiadas como A. 
vinelandi, A. croococcum y A. paspali; este último parece ser específico 
del género de pastos Paspalum (Dobereiner, 1968). 
Se caracterizan además por acumular poly P hydroxybutirato en las 
células como material de reserva (ver detalles en la Figura 4.2), donde 
además se pueden observar otras formas celulares presentadas por este 
género. 
Las poblaciones en sucios son normalmente entre 103 Y 104 células por 
gramo, más abundante en suelos arenosos cálidos de países mediterráneos 
y más bajas en suelos en uso forestal (Balandreau, 1986). 
En suelos tropicales, los géneros Derxia y Beinjerinckia son más 
representativos que Azolobacler de suelos más o menos neutros o 
ligeramente ácidos aunque han sido menos estudiados (Dobereiner y 
Campelo, 1971). 
1 Sordo René (1997) comunicación personal 
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Figura 4.2. Diferentes formas que adquiere el género Azotobacter spp. A: bastones 
individuales; B: formas diplococas con altos contenidos de poly~ hydroxybutirato; C: 
quistes y D: cadenas. . 
4.2.2 Azospirillum: 
En 1921 Beinjerink la reportó con el nombre de Spirilum hasta que 
Dobereiner y Day (1976) y posteriormente Tarrand et al (1978), aislaron 
bacterias muy similares a la descrita y la llamaron Azospirillum. 
Igual que las anteriores bacterias puede fijar N en forma libre en 
condiciones microaerófilas, aunque su mejor efecto se le conoce asociada 
a raíces de gramíneas y otras plantas superiores que como tal se verán 
más adelante. 
4.2.3 Beinjerinckia spp. 
Se caracteriza por la formación de dos cuerpos lipídicos de forma 
redonda en ambos polos de la célula, por la formación de colonias muy 
gomosas, elásticas y grandes en medio libre de N y de glucosa como 
fuente de carbón y por presentar gran tolerancia a acidez. Se le ha 
encontrado en suelos con pH de 3.9 en particular la especie B. mobilis. Es 
típica bacteria tropical, de oxisoles y andisoles de la mayoría de suelos 
tropicales. En Sur América, Becking (1981) encontró amplia distribución 
y de igual forma Thompson (1968) en el neo trópico de Australia. 
La bacteria tiene bajos requerimientos de Ca e incluso el CaCO) puede 
afectarla cuando se cultiva o se enriquece en un suelo. En cambio es muy 
exigente en Fe por lo que se cree se adapta tan bien a los oxisoles, bajos 
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en Ca y ricos en Fe, en cuanto a estos requerimientos es diametralmente 
opuesta a Azotobacter. Dommergues (1963) llegó a proponerla como 
indicadora del proceso de ferralitización en suelos de Africa. 
De las 5 especies reportadas en el "Manual Bergey' s" en su octava 
edición, B. indica, B. fluminense, B. derxi, B. mobilis, se diferencian por 
el crecimiento de la colonia y el uso de diferentes fuentes de carbón; por 
ejemplo B. mobilis puede crecer en Benzoato y B. indica se caracteriza 
por producir colonias con coloración rojo ladrillo, esta última es la 
especie más común en suelos tropicales. 
Es posible aislarla fácilmente del suelo colocando internamente una capa 
de 2 a 3 mm del mismo suelo enriquecido con glucosa y sembrando 
posteriormente una dilución del suelo de esa capa en un medio que 
contenga: 20 g de glucosa; 19 de KH2P04; 0.5g de MgS04.7H20; agua 
destilada estéril y pH 5.0 incubando durante dos o más semanas a 30°C. 
Alguna especie de Clostridium puede crecer si el ambiente es anaeróbico, 
luego se puede purificar en un medio más completo libre de N y con una 
fuente de carbón definida si se quiere buscar alguna especie en pruticular. 
Las colonias son a veces difíciles de separar por su carácter tan elástico, 
para purificarla se puede usar en el medio 0.1 a 0.2 g.rJ de CaC03 en vez 
de CaClz aunque sea levemente inhibitorio. 
Como prueba de pureza se puede sembrar en peptona donde no crece y sí 
lo pueden hacer fácilmente los contaminantes. 
4.2.4 Derxia sp: 
Sólo se ha descrito una especie, D. gumosa por Jansen (1960) citado por 
Becking (1986). Es una bacteria de amplia distribución al igual que 
Beinjerinckia; es muy sensible a O2 y parece que sólo cuando crece 
masivamente por la producción de una baba espesa y viscosa, puede 
protegerse del O2 y fijar N. Por esto se encuentra mayormente en suelos 
húmedos e inundados y muy poco en suelos secos. El pH donde 
comúnmente se le encuentra está entre 4.5 a 6.5 pero más frecuente entre 
5.1-5.5. 
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4.3 FIJACIÓN LIBRE POR ORGANISMOS FOTOTRÓFICOS 
En este grupo se tienen las bacterias capaces de fotosintetizar y fijar N 
como Rhodopseudomonas y Rhodospirillum, las cianobacterias cuyos 
tipos principales son la Anabaena spp. y Nostoc spp. entre las formadoras 
de heteroquistes y Gleothece sp., Lyngbia sp., Oscillatoria sp. no 
heteroquistosas. En el caso de las heteroquistosas la cantidad de estas 
células correlaciona con la reducción de acetileno y normalmente la 
:Ujación atribuida a ellas va de 10 aSO kg N ha- J año- I (Ventkataraman, 
1982). 
La importancia económica de este grupo de bacterias sólo se presenta 
cuando forman simbiosis tal como se verá adelante. 
4.4 FIJACIÓN LIBRE POR FACULTATIVOS O ANAEROBIOS 
OBLIGADOS 
La mayor parte de organismos que fijan N en estas condiciones son de la 
familia Enterobacteriaceae como Kebsiella sp. que se encuentra en tractos 
digestivos de animales y hombre y en la rizosfera de algunas plantas 
(Gordon, 1986). Otros como Enterobacter aerogens, E. cloacae, Erwinia 
sp. Cilrobacter sp., Escherichia coli y Salmonella typhimorium, 
normalmente patógenos en animales, son también fijadoras de N; las dos 
últimas citadas son cepas transformadas para fijar N con genes de 
Klepsiella pneumonie. 
Hay otras bacterias muy representativas de todos los suelos como algunas 
especies de Bacillus (B. macerans y B. polymixa) que pueden fijar N en 
anaerobiosis. El Clostridium sp. es la bacteria más estudiada entre las 
fijadoras anaerobias estrictas, se puede encontrar en ambientes muy 
variados, acuáticos o inundados, pero con buen contenido de sustrato 
orgánico. Existen varias especies como C. pasteurianum y C. Butiricum 
que responden a la aplicación de un residuo con bajo contenid~ .en N, 
por ejemplo, el residuo paja de arroz a los 15 días aumenta la actlvIdad y 
ésta es limitada por la aplicación de N en dosis superiores a 50 kg.ha- ' . 
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4.5 VALORES DE N FIJADO EN MODALIDAD LIBRE 
A pesar de las dificultades metodológicas para la determinación del 
aporte real por esta vía a los suelos, Dart y Wani (1982) usando el método 
del balance y el de reducción de acetileno, trataron de medir el impacto 
de esta forma de fijación en suelos de regiones semiáridas con cereales y 
pastos, al parecer las condiciones de esta región son las óptimas para su 
desempeño. Los autores obtuvieron un promedio global de fijación de 10 
~g.ha-l de. N por cultivo. En arroz la fijación libre parece tener más 
Importancl,a, Legard ~ Giller (1995) reportaron valores entre O-50 kg.ha-1 
de N por cIclo de cultIvo y un promedio general de 15 kg.ha- I . 
4.6 FIJACIÓN DE NITRÓGENO EN FORMA ASOCIATIVA 
Este sistema puede acercarse más a una realidad agronómica desde el 
punto de vista práctico especialmente en los trópicos, particularmente en 
especies como arroz, caña de azúcar y pastos. Se han reportado diferentes 
a~ociaciones como Azotobacter paspali con Paspalum nototum, ciertos 
tngos con Bacillus sp. Sin embargo, la asociación más conocida es la 
formada por Azospirillum, brasilense y lipoferum, la primera sobre todo 
con especies de plantas con fotosíntesis vía C3 y la otra con especies con 
fotosíntesis C4, excepto caña de azúcar asociada principalmente con A. 
brasilense. 
Las asociaciones de más reciente conocimiento son las formadas por 
Herbaspirillum o Acetobacter con caña de azúcar (Saccarum ojicinalis). 
Estas son bacterias endófitas como lo es el Azospirillum, aunque según 
estudios de Bellone (1996) estas presentan hilos de infección y membrana 
peribacterial que cubre las bacterias dentro de la raíz, lo que se asemeja a 
la membrana de organismos simbióticos, de ahí la categoría que se le da 
en este texto de parasimbiótica. 
Particularmente en caña que produce carbohidratos en abundancia, la 
función de estas bacterias se espera que sea de mucha utilidad a bajo 
costo relativo; la bacteria Acetobacter diazotrophicus fue reportada por 
Dobereiner et al (1988), Giller y Vargas (1996) y Gillis et al (1989). 
4.6.1 Asociaciones Azospirillum spp. 
El método propuesto para su aislamiento por Dobereiner y Day (1976) y 
Dobereiner et al (1995) a partir de pequeños trozos de raíz desinfectados 
superficialmente con cloramina T al 1 % durante algunos minutos y 
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colocados en medio libre de N (MLN) en frascos de 7 cm con 3 cm de 
medio semi-sólido, ha permitido aislar este tipo de organismos asoci~dos 
a la raíz de una manera fácil, puesto que alrededor del trozo de la ralZ se 
forma un halo justo antes de la superficie de donde se pueden ob~ener 
este tipo de bacterias, las cuales crec.en posteri~rme~t~ en el mIsmo 
medio sólido en plato petri donde se obtIenen colomas tIpIcas. , 
En los frascos pequeños pueden hacerse crecer de nuevo las bactenas 
incubadas a 32°C con tapón de algodón, el cual puede reemplazarse luego 
por un tapón hermético de caucho para a~í sustituir 1 O~o ~e su volumen 
de aire por acetileno y detectar la capaCidad de redUCIr este, lo que se 
asume como capacidad de producir la nitrogenasa que al fin es la que 
reduce el acetileno a etileno. 
En el laboratorio de microbiología de suelos de la Universidad Nacional, 
se tienen bien estandarizados los métodos para este tipo de aisl~mi~ntos Y 
se ha venido trabajando en la selección y colección de bactenas hbres y 
asociadas de suelos degradados, con la posibilidad de aprovechar su 
capacidad de fijar N. . , . 
El medio de crecimiento propuesto es en grl: ACldo maltco, 5; K2HP04, 
0.55; MgS04.7H20, 0.22; NaCl, 0.11; CaC12, 0.02; NaMo04.2H20, 
0,002; MnS04.H20, 0.01; EDTA, 0.0656; extracto de le:adura, 0.1 
(sugerido por Okón2); NaOH, en cantidad requeri~a p~~ ajustar pH a 
7.0; Agar de 12 a 15 g según su calidad, para medIO sohdo y 2 g para 
medio semisólido; en algunas circunstancias se agrega azul de 
bromotimol al 0.5% de concentración final como indicador de pH, cuya 
reacción es diferente según la especie y al igual que biotína al 0.2% 
'da sólo por A. lipoferum. Normalmente A. brasilense desarrolla 
requerl . d' D'f
reacción alcalina Y A. lipoferrum reacción ácida en ese me I~. I erentes 
medios selectivos para aislamiento de bacterias asociadas o lIbres pueden 
revisarse en Becking (1986). " 
Las bacterias del género AZO.'Jpirillum se desarrollan bIen en med.lO agar 
levadura manitol (ALM) usado para rizobio Y cuando este tIene el 
indicador rojo congo, desarrollan colonias rojas Y secas. . 
Al colocar a germinar una semilla de maíz en un plato de petn .con ~~~­
agua e inocular con la bacteria, se puede observar una, d.ISpo~lclOn 
circular alrededor del grano, indicando un efecto ?~ qmmlOtaxla en 
respuesta a señales emitidas por la semilla o tamblen llan1ado efecto 
-_._-~_..-_.-.~ 
2 Y.Ükón, 1992, comunicación personal 
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espennosfera (Figura 4-3). Esta propiedad está relacionada gelldicamente 
con la presencia de grandes plásmidos, que contienen genes que coditlcan 
para esta propiedad asi como la de resistencia a antibióticos y la de 
producción de acido acético realizada por algunas especies como A. 
brasilense sp245 al analizar intlnidad de cepas de suelos en caña de 
azucar se han reportado entre 1 y 5 plásmidos de tamaño entre 3 y 
134 Mda. 
Algunas diferencias entre especies de Azospirillum pueden observarse en 
la Tabla 4.1, además pueden observarse allí algunas características de las 
especies reportadas hasta 1989 (Kharnar et al, 1989; Reinhold et al, 1987; 
Pedraza et al, 1998). 
Las especies que han recibido mayor atención son A. brasilense y A. 
lipoferum, pero recientemente se han reportado nuevas especies con 
características muy particulares como A.amazonense, A. irakense y A. 
halopraeferens. 
A. irakense yA. halopraeferens se caracterizan por su resistencia a altas 
concentraciones de sodio > 1 %, y A .amazonense se encuentra en 
ambientes más ácidos que las otras especies. 
Algunas cepas que poseen capacidad nitrito reductora (Nir+), tienen 
capacidad desnitritlcante, es decir, pueden transformar N02- a N20 Ó a N2 
pues todas poseen la capacidad nitrato reductiva (Nr) para transformar 
N03' a N02 (Neyra et al, 1977; Pedraza et al, 1998). 
Figura 4-3. Semílla de maiz rodeada de bacterias de Azospirillum teñidas con tinta 
china, representación esquemática a partir de observaciónes al microscopio de luz 
transmitida en 400x de aumento. 
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Esta actividad, como la bacteria misma, pueden ser afectada por altos 
contenidos de N03- Ó de NH/ en el medio, aunque los mejores resultados 
de tijación conseguidos con inoculación de estas especies se han logrado 
casi siempre combinando la inoculación con la fertilización con dosis 
moderadas de N 
Tabla 4-1 Algunas diferencias presentadas entre las especies de Azospiri/lum 
(Adaptado de Gillis y Reinhold ,1994; Boddey y Dobereiner, 1982). 
Caracteristica lipoferum Brasilense amazonens Haloprefe- Iraken 

e rens se 

Nitratoreducción (NR) + + + + + 

Nitritoreducción 
 +0- + 0- + 
(Nir+) 

Sp7
Cepa tipo Sp59 

Crecimiento 

+D Glucosa + +0- + 
+ 0- +L Arabinosa + + 0- + 
+ 0­Citrato + 
+ + 0­D fiuctosa + + + 
D galactosa + + 0- + + 
+Glicerol + + 
+D manitol + 

D manosa + 0­ + + + 
D sorbitol + 

+ 
 +Suerosa 

Producción de acidez 

en:. 

Glucosa 
+Fructosa 
Pastos, Leplochloa DrizaC3 
Palmas y fusca sativaTipo preferido de planta hospedera 
otras 
+Pectina hidrolizada en 

7d 

+Requerimiento de + 
biotina 
+0 + +Crecimiento con NaCI 

3% 
 41 3337 35T optima de 37 

crecimiento oc 

+Flagelo lateral + + 
Ancho de células (f,tm) 1.0-1.7 1.0-1.2 0.9-1.0 0.7-1.4 0.6-0.9 
Nota: + positivo en todas las cepas; - negativo para todas las cepas; + o variable entre 
cepas 
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4.6.2 Especificidad con plantas cultivadas 
Existe la tendencia a la especificidad aunque se encuentren diferentes 
especies de la bacteria asociándose con una misma planta. Por ejemplo 
las plantas de fotosíntesis vía C4 como maíz, pastos (Penisetum spp. 
Digitaria spp. Cynodon spp. y otros) y sorgo, se encuentran con mayor 
frecuencia asociadas con A. lipoferum; mientras que plantas de 
fotosíntesis vía C3 como arroz, trigo, cebada y caña de azúcar como 
excepción de las C4, se asocian principalmente con A. brasilense 
(Tarrand et al, 1978; Bodey y Dobereiner, 1982). Hasta 1994, las especies 
A.halopreferens y A.irakense fueron registradas solamente en Leptochloa 
fusca y Oriza sativa respectivamente (Tabla 4-1). 
4.7 ASOCIACIONES PARASIMBIOTICAS (ENDOFITAS) 
Algunas plantas de fotosíntesis vía C4 como maíz, sorgo y caña de 
azúcar, presentan un tipo especial de asociación con algunas bacterias 
como Herba:spirillum seropedicae, las cuales han sido aisladas en plantas 
de los Cerrados brasileros por Baldani et al (1986); y la bacteria 
Pseudomonas rubsisubalbicans, productora de la mancha roja en hojas y 
tallos de caña de azúcar y sorgo, fue asociada con Herbaspirillum por 
Willis et al (1991) la cual también, en forma ocasional, desarrolla 
patogenicidad en algunas plantas especialmente en sorgo y Penisetum sp. 
Una comparación entre bacterias asociativas o parasimbióticas y 
Beinjerinckia puede observarse en la Tabla 4-2. 
Tabla 4-2 Comparación de diferentes especies fijadoras libres o asociadas con plantas, (Adaptada dc 

Dobereiner, 1992 Y otros autores.) 

IlerlJilspiri/lum Acetomlcter BeijerindúllA$JspirillumCaracterística 
dillZ"tmpllicllS spplipoferum brosilesis amazonenesis lIalopreferens iTllkense seTtlpedicae 
Crecimiento en 
Bueno Pobre Bueno Pobre Bucno Pobre Bueno Bueno Glucosa 
Procl. acidez en 
+
manitol y glucosa 	 + 
6.7-7.0 6.7-70 5.8-66 6.8-8.0 6.5-7.5 5.3-8.0 3.8-5.5 3.9-4.5 pH óptimo 
+Crecim. a 41°C 
+ 	 ++ +Aislada de taJlas 	 + 
Afectado por NH, 

Poco Poco 
IOmM 	 Mucho Mucho 
184 
4-7-1 Acetobacter diazotrophicus 
En caña de azúcar (Saccarum ojicinalis) fue aislada la bacteria 
Acetobacter diazotrophicus por Gillis et al (1989), llamada por ellos 
endófita de la caña para diferenciarla de las asociativas; y más tarde 
estudiada por Bellone (1996), quien encontró modificaciones importantes 
en las cañas afectadas, particularmente, por la existencia de una 
membrana peribacterial, lo cual es un órgano independiente de ambos 
organismos y que le da el caracter simbiótico a la asociación. 
De los aspectos más interesantes de esta bacteria es la capacidad de fijar 
N en altos contenidos de NH4+ a concentraciones altas de glucosa y la 
carencia de actividad nitratoreductasa como ventaja sobre Azospirillum. 
Además no es afectada por concentración hasta de 25 mM de N03' y la 
otra característica que la hace especial es su capacidad de soportar los 
jugos de la caña, con concentraciones cercanas al 30%,de glucosa, 
mediante mecanismos muy especiales que le permiten soportar esos 
niveles osmóticos (Cavalcante y Dobereiner, 1988) 
El nombre original fue Saccharobacter nitrocaptans (Doberiner, 1992). 
Se ha encontrado en la rizosfera de caña de azúcar en número de 103 a 
107 ufc; en raíces lavadas; 103 a 105; en raíces esterilizadas; 103 a 104; en 
la parte apical y basal del tallo y, en los desechos de la caña, 104 a 107 
(Dobereiner,1992). Se encuentra poco en el suelo y en pocas especies de 
las revisadas hasta el momento por ejemplo Ipomoea batata (en partes 
aéreas y raíces), Penisetum purpureum cv. Camerum, piña (Ananas 
commosus) Sorgo dulce (Sorghum sp), remolacha azucarera (Beta 
vulgaris) y en general, en plantas con alto contenido de sacarosa. 
Recientemente fue reportada en café por investigadores mejicanos 
(Martinez-Romero et al, 1998) 
Su medio ideal de crecimiento se logra con 10% de caña de azúcar y 0.5 
del jugo de caña con pH ajustado a 5.5 con ácido acético. 
Las principales características de la bacteria son: forma de bastón 
pequeño, gram negativo, aerobia y forma una película delgada en la 
superficie de un medio semisólido después de 5 días, produce acidez en 
el medio donde crece hasta pH 3.0 o menos al cual resiste y continúa 
fijando N por varios días. Puede usar tetanol, como fuente de C lo que 
permite elaborar un medio de crecimiento más selectivo. 
Produce coloración parda oscura en agar-papa con 10% de azúcar y 
naranja oscura en medio mineral con 10% azúcar, 0.005% extracto de 
levadura y azul de bromotimol. 
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Inoculaciones de explantes con esta bacteria y hongo micorrizógeno MA 
permiten mejor prendimiento al transplante, mayor y mas rápido 
crecimiento y aclimatación de plántulas micropropagadas o aún de 
estacas en reproducción vegetativa. 
4.7.2 Herbaspirillum sp. 
Varias especies de Pseudomonas rubrisubalbicans de diferentes partes 
han mostrado muy buena capacidad de fijación de N y crecimiento 
abundante en medio semi sólido libre de N, tan alta o más que 
Herbaspirillum seropedicea. Ambas dan reacción ácida con arabinosa 
pero leve racción ácida con glucosa, galactosa y manitol. Estas ultimas 
fijan N y crecen en medio con 10% de azúcar aunque no utilicen todo ese 
azúcar. 
Se encuentra en tallos y hojas, Dobereiner (1992) encontró una población 
de 106 ufc.g- I de hojas en cañas de varias procedencias de Brasil y 
Uruguay, lo que representaría una biomasa interesante desde el punto de 
vista ecológico debido a la gran posibilidad de fijación libre de N al 
suelo. 
Tienen un diámetro más pequeño en las células y tipo de flagelación 
diferente a las especies conocidas de Azospirillum, las especies fijadoras 
de N son: seropedicae y rubrisubalbicans encontradas inicialmente en 
raíz y tallo y recientemente en las hojas de caña de azúcar; con 
producción de nitrogenasa en estos órganos (Olivares et al, 1997). 
4-8 VALOR AGRONÓMICO DE LA FIJACIÓN EN 
ASOCIACIÓN O PARASIMBIÓTICA 
Okón (1994) hizo una revisión de los trabajos relacionados con este 
asunto en veinte años para tratar de detectar el aporte de este tipo de 
asociación a diferentes cultivos y en condiciones diferentes de suelos, 
plantas, climas y manejo de la asociación con Azospirillum lipoferum y 
brasilense; concluyendo que el porcentaje de éxito debido a la 
inoculación está entre el 60 y 70 % sobre los controles no inoculados de 
sorgo, maíz, trigo y varias gramíneas forrajeras, en las cuales la respuesta 
significativa osciló entre 5 y 30 % más de rendimiento; concluye además 
que el efecto básicamente se debe a un aumento del sistema radicular, 
más por el efecto de sustancias promotoras de crecimiento como ácido 
indoleacético e indolbutírico que por fijación de N y que los resultados 
mejores se presentaron con aplicaciones medias del fertilizante 
ni trogenado. 
Urquiaga (1998) hace énfasis sobre lo economizado en Brasil por efectos 
de la fijación del N en muchos cultivos entre ellos la caña de azúcar. 
Hace referencia a variedades de caña altamente extractivas de N, de 100 a 
250 kg.ha-l.año- l y que en estudios de suelos después de varios años de 
explotación con esas variedades no se detecta disminución en los niveles 
de N en el mismo a pesar de no recibir fertilización nitrogenada; reporta 
además, un genotipo de caña, el Sp70-1143 (Tabla 4-3), con alto poder de 
fijación y una alta capacidad de albergar gran cantidad de bacterias 
fijadoras, como Acetobacter en la raíz y Herbaspirillum en el tallo y un 
65-70% de su N derivarlo del aire. Este genotipo, aunque no con valor 
comercial, puede constituirse en un recurso genético importante según el 
autor arriba citado. 
La bacteria Burkholderia brasilense se ha detectado fijando N en arroz 
hasta en un 30% dc sus necesidades. 
Tabla 4-3 Diferencias genotípicas en 7 variedades de caña de azúcar con 
relación a rendimento de caña, acumulación de N y contribución de la fijación 
biológica de nitrógeno (FBN). Promedio de 3 cortes. (adaptada de Urquiaga et 
al, 1998) 
Caña de azúcar Rend.imient N Total Contribución estimada de la 

cultivar oMg.ha· acumulado FBN 

laño- I kg.ha-1año-1 

S. officinarum, L. Balance kg.ha- Nl5 kg.ha· 

'año- I laño-1 

CB 45-3 244a 281ab 209 175b 
SP70-1143 181ab 258be 186 173b 
SP 71-799 147bc 190c 117 lIle 
SP 79-2312 I74ab 212c 140 118c 
CB 47-89 170bc 205be 132 116c 
IAC 52-150 166bc 199be 126 lI3c 
56-79 179ab 193c 120 109c 
En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes entre si (Tukey, P=O,05). 
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Martínez-Romero y colaboradores (1998) sostienen que la caña puede 
derivar hasta un 80% de su N del aire mediante las asociaciones con 
bacterias. 
Estudios del grupo de ecología microbiana de la rizosfera encabezados 
por J. Balandreau en Nancy, Francia, han contribuido notoriamente al 
entendimiento del comportamiento agronómico de esta asociación con 
sus estudios a nivel de laboratorio y campo, en especial con maíz, sorgo y 
arroz, donde han demostrado un grado alto de especificidad e incluso han 
encontrado, en Egipto, diferencias muy importantes de respuesta diferente 
aún entre variedades a una misma cepa de Azospirillum; de ahí la 
importancia de trabajar cualquier tipo de ensayo con estos organismos a 
nivel varietal para que los resultados tengan alguna reproductividad. 
Los ensayos de inoculación con Azospirillum a una variedad de arroz en 
Egipto durante varios años, en trabajo publicado por Omar et al (1992), 
han permitido concluir que cuando el arroz no respondió a la máxima 
dosis de N fertilizante (96 kg ha- I ) tampoco lo hizo a la inoculación, pero 
cuando existió respuesta a N en 1985, 1981 y 1990, también se presentó 
en un 27% más de grano a mitad de la dosis de N inoculado; también 
anotaron los autores que altas dosis de N no afectaron la respuesta a la 
inoculación. 
El comportamiento antes señalado es interesante si se tiene en cuenta que 
en las simbiosis de bacterias de la familia rhizobiacea, son bastante 
irreconciliables la fertilización con N y la inoculación con rizobio. 
La cepa de Azospirillum usada en los ensayos de Omar y colaboradores 
en los ensayos antes descritos fue la N040 nativa de suelos arroceros de 
Egipto aislada de suelos de la misma región en donde se realizaron los 
ensayos, seleccionada por su mayor capacidad comparativa de reducción 
de acetileno con respecto a múltiples aislados probados por el método 
"espermosfera" desarrollado por el grupo de Balandreau en Nancy 
Francia. Sin embargo, existe incompatibilidad según Doberiner (1992) 
entre altas dosis de N y las cepas o la fijación para todas las cepas de 
Azospirillum. 
El grupo de Dobereiner en Brasil ha realizado los mayores aportes al 
respecto de la fijación asociativa y endofítica, particularmente en lo que 
respecta al descubrimiento de la mayor parte de bacterias de este tipo que 
hoy se pasean por el mundo. 
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Los valores reportados por este sistema de fijación en el trópico son de 
10-45 kg.ha-1de N (Gibson et al, 1988 citados por Ledgard y Giller, 
1995). 
Urquiaga et al (1998) han hecho una interesante comparación para 
destacar la importancia de la fijación de este tipo que se presenta en caña 
de azúcar. Ellos sostienen que más del 70% de la caña producida en 
Brasil es dedicada a producir alcohol como una actividad rentable, pues 
el costo energético incluyendo el proceso industrial rinde nueve unidades 
energéticas por una consumida, con un consumo de 60kg de N en 
promedio por ha. y una producción de energía equivalente a 200.000 
barriles de petróleo; mientras que en otros piases como Colombia, Perú, 
Venezuela, y México, consumen cerca de 250kg de N por ha con 
rendimientos cercanos a 1 por unidad energética consumida. 
Los estudios sobre el efecto de la fijación libre y asociativa en arroz, son 
muy llamativos si se tiene en cuenta que países orientales llevan una 
tradición milenaria de producción con altos rendimientos, dos cosechas 
por año con mínima aplicación de N. El IRRI ha adelantado interesantes 
estudios al respecto, indicando que la fijación de N por efecto de 
bacterias diazotróficas puede contribuir de 32 a 140 kg ha-1año-1de N 
(App et al, 1980 citado por Urquiaga, 1998). Inclusive el trabajo de IRRI 
en 1984 es más concluyente sobre la bondad de la fijación de N en arroz 
l
al establecer un balance positivo de 79 a103 Kg de N.ha-l.año- en arroz 
de inundación después de 17 y 24 cosechas sucesivas en dos lotes 
diferentes y con diferentes genotipos comerciales, observándose una 
importante diferencia entre ellos. EMBRAPA en Brasil, evaluó 8 
genotipos de arroz detectándose efectivamente amplias diferencias y 
resultando la variedad METICA-l (Colombiana) la de menor capacidad 
de fijación de N; en estos estudios, los valores de fijación fueron del 
orden de 33 a 60 Kg.ha- l de N por cosecha, (que representan un 20 a 30% 
de las necesidades del cultivo). 
Hay que anotar que además de la fijación libre o asociativa, En los países 
orientales también aprovechan el N de los abonos verdes, o cultivos 
fijadores en simbiosis que crecen en inundación como Azolla-Anabaena, 
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o Sesbania sp. con Azorhizobium o con Rhizobium, lo que les permite 
esos balances positivos de N sin usar fertilizantes. En Colombia como se 
mencionó antes, se utilizan las dosis más altas del mundo por hectárea 
con una media de 200kg.ha-1 en cada cosecha de arroz. 
En Brasil se trabaja intensamente en la búsqueda de nuevos genotipos de 
arroz con alto poder fijador y bacterias que fijan N en inundación con este 
cultivo; fue así como reportaron recientemente Burkholderia brasilense 
(Baldani et al, 1997). Estudios realizados en los ambientes más 
contrastados como salinidad, temperatura alta, aridez y semiaridez, 
texturas arenosas, pH extremos, entre otros; han mostrado la existencia 
de alguna especie de bacteria asociada que favorece notoriamente el 
desarrollo de las plantas colonizadas. Zaady et al (1994) mostraron la 
inmensa bondad ejercida por la inoculación con Azospirillum brasilense 
con aplicación de fósforo en pastos nativos de regiones semiáridas del 
Mediterraneo donde se logró aumento en rendimiento varias veces 
superior al testigo durante cinco muestreos. 
Con lo expuesto en este capítulo se puede observar que hay un importante 
potencial de fijación de N por otras bacterias diferentes a rizobio y que 
actuando sobre cultivos comerciales tan importantes como arroz, caña de 
azúcar y pastos, ofrecen alternativas muy poco exploradas en nuestro 
medio; de ahí los requerimientos, entre los más altos, de N fertilizante 
para mantener altos promedios de producción y la poca utilización de 
estos recursos en condiciones de suelos marginales en los que la 
fertilización con N se hace antieconómica. 
4.9 BIBLIOGRAFÍA 
BALANDREAU, 1. (1986). Ecological factors and adaptative processes 
in N2-fixing bacteriol populations of the plant environment. Plant and 
SoiL 90:73-92. 
BALDANI,V.L.D., OLIVEIRA E., BALOTA E.;BA~DANI,. J.I.; 
KIRCHOF 1. and DOBEREINER,J.(1997) Burkholder~a brasllense 
sp.nov., urna nova especie de bacteria diazotrófica endofítIca. Anais da 
Academia Brasileira de Ciencias, 69: 116 
BALDANI J.I., BALDANI V.L.D., SAMPAIO M.J.A.M. A.ND 
DOBEREINER J. (1986) Characterization of Herbaspirillum seropedl~ae 
gano Nova sp. Nov., a root associated nitrogen~fixIng 
bacterium.International Journal Systematic Bactenology, 
Washington,36:86-93 
BECKING, H. J. (1986). The Family Azotobacteria~ea. In: A Handboo~ 
on habitats isolation and identification of bactena. STARR, P. M., 
STOLP, H.; TRIPER, G. H.; BALOWES, A.; SCHLEGEL, H. G.; (eds.). 
Springer Verlang, New York, V. l. p. 795-818. 
(1961). Studies on nitrogen-~xing. b~cte:ia ?f th.e genus 
Beinjerinckia. L Geographical and EcologlCal DlstnbutlOn In SOlls. Plant 
and Soil. 14: 49-81. 
BELLONE, C. H. (1996). Membranas peribacteriales de Acetobacter 
diazotrophicus en células radiculares de caña de a~úca~ (Sa~charum ssp. 
L.). In: XVIII Reunión Lationoamericana de RhlzoblOlogla (RELAR), 
PIJNENBORG, J., RUÍZ, D., y SILES, WILMA (eds.). Santa Cruz, 
Bolivia. p. 205-206. 
190 
BODDEY M: URQUIAGA S. and DOBEREINER J. (1991) 

Biological' nitr¿gen fixation associated with sugar cane . Plant and SOll 

137: 111-117. 
191 
---- and DOBEREINER, J. (1982). Association of Azospirillum 
and other Diazotrophs with tropical Graminae. In: Non-symbiotic 
Nitrogen Fixation and organic matter in the tropics lth Int. Congress of 
soil Science. New Delhi, India. 28-47. 
CAVALCANTE V.A.and DOBEREINER J.,(1988) A new acid-tolerant 
nitrogen bacterium associated with sugar cane. Plant and Soil 108:23-31 
DART P. l and W ANI, S. P. (1982). Non-Symbiotic Nitrogen Fixation 
and soil Fertility. In: Non-symbiotic Nitrogen Fixation and organic matter 
thin the tropics 12 Int. Congress of soil Science. New Delhi, India. 1-27 p. 
DOBEREINER J., BALDANI V. L and BALDANI J. (1995) Como 
isolar e identificar bacterias diazotroficas de plantas nao leguminosas. 
EMBRAPA-SPI, Brasilia-DF. p60 
(1968). Non-Symbiotic nitrogen fixation In tropical soils. 
Pesquisa Agropecuaria Brasileira. 3: 1-6. 
-_......- and DAY, l M. (1976). Asociative symbiosis in tropical 
grasses: Characterizacion of microrganisms and dinitrogen-fixing sites. 
In: Newton, E.; Nijman, C. J. (eds.). Proceding of the first International 
symposium on Nitrogen fixation. V. 2. Washington: Pullman. p. 518-538. 
--- and CAMPELO, A. B. (1971).Non-Symbiotic nitrogen fixing 

bacteria in tropical soils. Plant and Soil. Special volume. 457-470 p. 

RElS, V. and LAZARINI, A. C. (1988). New N2 fixing 
bacteria in association with cereals and sugarcane. In: BOTRE, H.; 
BEUJINS, F. J. AND NEWTON, W. E. (eds.). Nitrogen fixation: 
Rundred yeard after. Gustav Fisher Verlang, Stuttgar. 712-722. 
(1992). History and New Perspectives of Diazotrophs In 
association with non-Ieguminous plants. Symbiosis 13: 1-13. 
DOMMERGUES, Y. (1963). Distribution des Azotobacter et des 
Beijerinckia dans les principaux types de sol de l'oeste Africain. Annales 
de l'Institute Pasteur. 105: 179-187. 
192 
GILLER, K. E. Y VARGAS, E. (1996) Leguminosas tropical.~s: 
proveedoras o pilladoras de nitrógeno. In: XVIII Reum;:m 
Lationoamericana de Rhizobiología (RELAR), PIJNENBORG, J., RlJIZ, 
D., Y SILES, WILMA (eds.). Santa Cruz, Bolivia. p. 19-29. 
GILLIS, M.; KERSTERS, K.; BOSTE, B., JANSSENS, l, 
KROPPENSTEDT, R. M.; STEPHANS, M. P: TE IXERA , K. R. S.; 
DOBEREINER, J. and LEY, J. (1989). Acetobacter diazotrop,hicus, ~p. 
Nov. A Nitrogen-Fixing Acetic Acid Bacterium AssocIate wIth 
sugarcane. Int. J. Syst. Bact. 39:361-364. 
AND REINHOLD-HUREK B.(1994) Taxonomy of 
-A-z-o-sp-i-ri-Uum. In:OKÓN Y (Ed.)Azospirrillum ¡Plant Association. 
Chapter 1 CRC Press inc. Boca Ratonp pl-14 
KHAMMAS, M.M.C.P., AGAON GRIMONT P. A:and KAI~ER 
P.(1989) Azospirillum irakense. sp. nov. a. nitrogen-.fixIn~ bact~num 
associatedwith rice roots and rhlzosphere SOll. Res MICrobIOI 140.679­
693 
GORDON, J. K. (1986). Introduction of the nitrogen-fixing procar~otes. 
A Handbook on habitats, isolation and identification of bactena.In: 
STARR, P. M.; STOLP, H.; TRIPER, G. B., BALOWES, A.; 
SCHLEGUEL, H. G.; Springer-Verlang. New York. Vol. I. p. 782-794. 
HARDY, R. W. F. and BOLSTEN.R.D. (1977). Methods for 
measurement of dinitrogen fixation. In: HARDY; F. W. F. AND 
GIBSON, A. B. (eds.) A tretise on dinitrogen fixatIon IV. New York. 
John Wiley & Sonso p, 481-486. 
HARRIS, G. R.; HERTERMAN, O. B; P ~~L, ~. A;PETE~. ~. E. and 
JANKE, R. (1994). Fate of legume and fertIhzer mtrogen (N ) In a long­
term cropping systems experiment. Agron. J. 86,910-915. 
HEULLIN T.,RAHMAN M., OMAR,Q.M.N., RAFIDISON Z., PER~ET 
J.C" and BALANDREAU J. (1989).Experimental and mathematIcal 
procedure for comparing N2 
193 
Fixing efficiencies of rhizosphere d' 48:163-173. lazotrophs.1. Microbiol. Methods. 
LEGARD S.F.(1991) Transfer of fixed Nitro . 
Associated Grasses Estimated Usin Nl5 gen fr~m Whüe Clover to 
Cows. Plant and Soil131-223. g Methods m Swards by Dairy 
___ AND GILLER E. K (1995) Ah' .. 
Alternative N Source In' N't ' tmosp enc N2 FlxatlOn as an 
Bacon (ed) Marcel Delle~ I~r~~~~ 4F4;~~;ttin in the Environment P.E 
MA?DOFF, F; LANYON, L; and BILL LIE 
cychng transforrnations and flows'I l' . BHARDT.(1997).Nutrient 
. 1 . mp lcatlOn for a . 
agncu ture. Adv. Agron. 60: 2-66. now sustamable 
. . PAL~CI?S R, MORA J.,(1998)
RhlzoblUm. InvestIgación y Ciencia N0265: 14-19 Cepas mejoradas de 
..NEYRA, C: ~.; DOBEREINER, l, LALANDE R (1977).Demtnfication by N2 Spirillu t ,¡; ,. y. KNOWLES, R23:300 m lpOjerum. Canadlan J. Mircrobiol. 
OKÓN, Y. (1994). Promoción del crecimien
colonizadoras de la raíz VII C to vegetal por bacterias 
Suelo. "El Componente biorgániCOo~~rBeso Colombiano de la Ciencia del 
. ucaramanga. SCCS. 73-75. 
OLIVARES,F.L.,JAMES E.K., BALDANIJ 1 .. . ~ (1997) Injection of mottled st' d' .., ~nd DOBEREINER J. 
cana varieties by the end nPh~t' lsed~se-sucePtIble and resistant sugar 
op 1 IC lazotroph H b "1 
Phytologist 135,723-737. er aspm lum. New 
OMAR, N.; ODILE B' SHALAAN N ' 
and BALANDREAU. "(1992) 1 ' 1 .: HUBE~T, J..L.; HULLIN, T. 
. . nocu atlOn of nce wlth A . '11 
rasllense in Egipt. Results of fi d'ff¡' zospm umbSymbiosis. 13: 281-209. . ve 1 erent tnals between 1985 to 1990. 
194 
ROUGHLEY, R. J. and PULSFORD, D. J. (1982). Production and 
control of legume inoculants. In: Nitrogen fixation in legumes. 
VINCENT, J. M. (ed.) Ac. Press. p. 193-209. 
TARRAND, J.1; KIEG, N. R. and DOBEREINER, J. (1978). A 
Taxonomic study ofthe Spirillum lipopherum? grup, with descriptions of 
a New genus. Azospiríllum gen, Nov. and two species, A. lipojerum, 
(Beinjerinck) combo Nov. and A. brasilense sp. Nov. Canadian J. of 
Microbiology. 24: 967-980. 
THOMAS-BAUZON D.,WEINARD P., VILLECURT P. And 
BALANDREAU J. (1982) The sperrnosphere modeL 1.its use in growing 
counting, and isolating N2-fixing bacteria from the rhizosphere of rice. 
Can. J. Microbio. 28:922-928. 
THOMPSON, J. P. (1968). The ocurrence of nitrogen-fixing bacteria of 
the genus Beinjerinckia in Australia outside the tropical zone. 
Transaction of the ninth International Congress of Soil Science Adelaide. 
Vol. 2. p. 129-139. 
VENTKATARAMAN G.S.,(1982) Nitrogen Fixation by Blue-Green 
Algae and its Economic Importance In: Non-syrnbiotic Nitrogen Fixation 
and organic matter in the tropics lih Int. Congress of soil Science.New 
Delhi, India. 79-82 p. 
YOUNG, J. P. W. (1992). phylogenic clasification of nitrogen-fixing 
organisms. Biological Nitrogen Fixation. STARCEY, G.; BURNIS, R H. 
AND EVANS, H. J. (eds.). Chapman & Had. N. Y. 43-65. 
ZAADY,E., OKÓN Y. And PEREVOLODSKY A (1994) Growth 
response of Mediterranean herbaceus swards to inoculation with 
Azospirillum brasilense. J. Range Manage 47:12-15. 
195 
CAPITULO 5 
FIJACION DE NITROGENO POR LA SIMBIOSIS 

LEGUMINOSA-BACTERIA 

5-1 INTRODUCCION 

La historia sobre la bondad de las leguminosas en relación con su 
capacidad de asociarse a una bacteria de la familia Rhizobiaceae y 
constituir un vehículo importante para mejorar la fertilidad de los suelos, 
se conoce hace tanto tiempo que Virgilio 40 años antes de Cristo ya la 
recomendaba con ese fin. El decía que para prevenir la pérdida de la 
fertilidad de los suelos éstos se debían dejar en barbecho, que se 
sembraran leguminosas y se rotaran los cultivos. 
Dos destinos en relación con el N pueden tener las leguminosas; ser 
fuente de él para animales y humanos o para los microorganismos del 
suelo para luego aprovecharse por otros cultivos. 
Existe la creencia errada de que las leguminosas de por sí aportan N al 
suelo yeso no es siempre cierto pues va a depender de una adecuada 
simbiosis y de las condiciones necesarias para que el proceso de fijación 
se presente. Por el contrario, debido a su gran capacidad de exploración y 
habilidad para obtener el N del suelo pueden competir con otras plantas e 
inclusive pueden empobrecer el suelo de dicho elemento en cuyo caso los 
autores Giller y Vargas (1996) las denominan "Pilladoras". 
La razón de ser de las leguminosas en el manejo sostenible de suelos 
puede entonces estar basada en dos principios; o el de la capacidad de 
retornar el N del aire al ecosistema o el de intervenir en su ciclo, 
asimilándolo y explorándolo para concentrarlo en sus tejidos para luego 
aportarlo de forma mas o menos lenta a los demás componentes del 
ecosistema. 
De las casi 19.000 especies identificadas en 650 géneros no todas 
presentan capacidad de formar simbiosis con los cuatro géneros de 
bacterias de la familia Rhizobiaceae llamadas genéricamente rizobio, a 
pesar de que hoy en día se conoce la gran diferencia que se presenta entre 
los géneros y las especies y los diferentes tipos de simbiosis que pueden 
ser formadas. 
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~l conocimiento de la simbiosis y de las condiciones que la regulan es 
Importante entonces, para producir proteína a bajo costo monetario 
aunque su costo energético sea alto para la planta, pero también es 
alternativa de N para el manejo sostenible de suelos bien empleados en 
rotaciones, cultivos múltiples, o de cobertura. Aún las leguminosas no 
nodulantes, pueden servir a este propósito, aprovechando de ellas las 
diferentes estrategias que utilizan para extraerlo y producir tejidos ricos 
en N aun en ambientes pobres en él, tales como la baja renovación de 
hojas o la lentitud en el crecimiento o en los sistemas radiculares 
especializados para tal fin, aprovechando de esta forma el carácter cíclico 
y evitando las pérdidas por altas concentraciones del elemento en forma 
mineral en los suelos. 
5-2 LAS LEGUMINOSAS O MACROSIMBIONTES 
Originarias del trópico, presumiblemente en el cretáceo superior, 
constituyen la tercera familia en número entre las plantas florícolas. 
La familia leguminosae se ha dividido en tres subfamilias con 
características y huellas evolutivas bien definidas. 
5-2-1 Subfamilias 
-Cesalpinoideae: reune las especies más primitivas y que tuvieron la 
menor adaptación a la zona templada; presenta unas 1300 especies, la 
mayoría árboles de Africa, Asia y América del Sur. Contiene el menor 
numero de especies nodulantes entre el material revisado del cual sólo se 
ha reportado alrededor de un 25% de especies, casi todas del género 
Chamaecrista, con raras excepciones de otros géneros importantes 
conocidos como Ceratonia siliiqua (algarrobo) que presenta vainas con 
mas concentración de azúcar que la caña y la remolacha azucareras y un 
21 % de proteína; se le ha dado además de usos industriales, uso en 
rehabilitación de suelos. Otros géneros como el Cassia y Sena árboles de 
nodulante, el cual se ha valorado por su pulpa con características 
importantes y de mucho uso en el trópico, especialmente Centro y Sur 
América. 
-Mimosoideae: Se adapta mejor a las zonas templadas, sin embargo, de 
las 1500 especies conocidas la mayoría arbustos y árboles aparecen en el 
trópico árido y el subtrópico; aproximadamente el 90 % forman n?dulos. 
De los géneros más importantes se conoce Acacia .5pp. que contIene de 
600 a 900 especies de arbustos y árboles tan grandes como el Acacia 
gerardií que puede alcanzar 80 m de altura; A. mangium de gran valor en 
la repoblación de áreas destruidas por acción antrópica con una de las 
velocidades de crecimiento mas rápida que se conozca, alcanzando (en 
Caucasia Antioquia) hasta tres metros en el primer año. Otro género bien 
conocido es el de Prosopis spp. presente en regiones hasta de 75mm de 
precipitación anual. Algunas especies entr~ ~1Uc~as que prese~ta está, la 
P. pallida (llamada en Perú algarrobo), ongmana de ColombIa~ Peru y 
Ecuador. Puede alcanzar en zonas desérticas hasta 1.5 m en un ano; la P. 
nigra de Bolivia y la P. tamarugo de Chile co~stituyen l~ única fu~~te de 
alimento importante para animales en esas reglOnes. El genero AlblZza, de 
régimen tropical es importante por la producción de tanin~s, g~mas, y 
saponinas así como varios otros géneros como carbonaria, pIsqum, 
carboneros. 
-Papilionoideae: Fue la de mejor adaptación a la Zona Templada ~onde 
desarrolló grupos muy definidos como el viciae, tr(foliae y loli. amplIando 
enormemente la diversidad llegando a unas 12.000 espeCies; de las 
conocidas, la gran mayoría son de porte herbáceo y con la más amplia 
distribución. Mas del 95 por ciento de las especies exploradas presentan 
nodulación. Algunos de los principales géneros son los Meli~otus, 
Medicago, Trifolium, forrajeras de la zona templada así como el Vlcwe, y 
un sin número de especies herbáceas particularmente, que se van 
sumando a la lista como especies promisorias para diferentes usos. 
uso múltiple que no tienen capacidad de nodular (Naisbitt et al, 1992) 
En el trópico se ha explorado relativamente poco el gran p~tencial enpero que tienen la capacidad de tomar el N eficientemente del suelo. 
leguminosas que posee, y se limitó por mucho tiempo a trabaJ.ar con las También es bien conocido el género Tamarindus sp que tampoco es 
especies de la zona templada subvalorando especies de múltIples usos 
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como: Cajanus cajan, Arachis hypogea y Apintoi (forrajero), 
Centrocema, Cratilia y Desmodium entre otras especies de leguminosas 
tropicales las cuales pueden ser revisadas en National Academy of 
Science (1979). Leguminosas forrajeras tropicales han recibido particular 
atención por el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en 
donde, con la ayuda de la F AO mantienen un germoplasma de mas de 
24.000 accesiones, con una buena cantidad de material recolectado en 
toda la geografía colombiana, y aunque el interés es eminentemente 
forrajero, en la colección mantienen especies excelentes para la cobertura 
de suelos como Calopogonium mucunoides, Desmodium barbatum,D. 
incana, Alysicarpus vaginalis, Macroptillum latyroides, Centrocema 
pubecesns C.plumieri Vigna adenanta, Aeschinomene villosa A. 
americana, A rudis, A falcata, A.ciliata entre otras. Un reporte con su 
respectivo pasaporte de todas estas especies aisladas en suelo colombiano 
se encuentra en CIAT (1994), e inclusive se ha generado por el mismo 
CIA T publicaciones sobre géneros tan importantes para el trópico, como 
el Arachis pintoi y el Centrocema spp. Además de la basta información 
sobre el Frijol, el CIA T posee una de las colecciones mas grandes e 
importantes de fríjol en el mundo, con especies silvestres de los cuatro 
géneros existentes, varios de los ejemplares recolectados en diversas 
partes de mesoamérica de donde hasta el presente se cree que es el origen, 
aunque hallazgos importantes en Colombia han hecho pensar que el 
centro de partida pueda ser este mismo país. I . 
5-2-2 Evidencia evolutiva de las leguminosas: 
Se puede ver, a través de los cambios presentados en cuanto al porte 
dominante en las sub familias, desde árboles tropicales altos~ arbustos~ 
trepadoras leñosas~ herbáceas perennes~hasta herbáceas anuales. Y de 
la misma forma la dominancia de ellas Cesalpinoide~ 
mimosoide~Papilionoide. (Norris, 1968 citado por Vidor et al, 1983). 
Como en muchas ocasiones, la investigación mas profunda sobre 
leguminosas se ha realizado en la zona templada y sobre el grupo de 
leguminosas dominantes en ella, llevando a errores conceptuales en el 
trópico sobre el comportamiento de las mismas al generalizar y adoptar 
sin ningún efecto crítico los conocimientos y tecnologías desarrolladas en 
esas latitudes; por ejemplo la alfalfa es propia de suelos fértiles y 
calcáreos y por ello su eficiencia natural para absorción de calcio es baja 
al igual que para otros nutrientes. En suelos ácidos e infértiles de los 
trópicos hay que realizar demasiados cambios para que ella se adapte, sin 
embargo, las leguminosas tropicales, crecen sin ningún problema con 
concentraciones de elementos muy bajas en la solución del suelo porque 
tienen sus mecanismos propios que las hacen eficientes allí, no obstante 
presentar repuesta positiva a la aplicación de la mayoría de elementos. 
La importancia de las leguminosas es bien documentada en App y 
Englesham (1982), advirtiéndose que ha sido muy superficial su estudio y 
que solo se ha hecho en un pequeño número de especies domesticadas y 
no por una búsqueda técnica de especies de gran potencial, para 
diferentes usos. Solo en años recientes se ha intentado la búsqueda de 
materiales nuevos particularmente en forrajeras tropicales que como para 
frijol el CIAT ha hecho un esfuerzo para conservar un interesante 
germoplasma en Cali, Colombia. 
5-3 MICROSIMBIONTE 
5-3-1 Familia Rhizobiaceae 
En la familia se encuentran varios géneros de bacterias que producen 
alteraciones fisiológicas a las raíces, tallos y hojas de las plantas que 
colonizan. 
En la Tabla 5-1 se detallan los principales géneros de esta fanülia 
propuesta recientemente por la doctora Esperanza Martinez-Romero y sus 
., colaboradores en 1998 . 
1 Orlando Toro, 1998 (informacion personal) 
201200 
Tabla 5-I.Taxonomía actual (1998) de rhizobios 
Género Espe~i_e__~ta representativa Referencia 
Allorhizobium undieola Ne~'P~tuJ.n-:-ia':":n:"":ac:.:la':":ns::':::':'-=----;:D::-e-;-L:":aJ:::"u:;di:':'e~el~al~,~,:-:19-'-9-c"8b---
Azorhizobium eaulinodans Sesbania roslrala Dreyfus el aL, 1988 
Bradyrhizobium elkanii Glieine max Kuykendall el al., 1992 
liaoningense Glieine max Xu el al., 1995 
japonieum Glicine max Jordan 1982 
Mesorhizobium amorphae Amorphafrulieosa Wang el al., 1998b 
cieeri Cieer arielinum Nour el al., 1994 
huakuii Aslragalus Chen el al" 1991 
10li LOlus lardan 1984 
medilerraneum Cicer arielinum Nour et al., 1995 
plurifarium Acacia y Leucaena De Lajudie el al" 1998a 
lianshanense Glycyrrhiza, Sophora, Chen " 1995; 
Glycine Y otros más Tan el al" 1997 
Rhizobium elli Phaseolus vulgarís Segovía el al., 1993 
galegae Galega Lindslrom el al., 1989 
gallíeum Phaseolus vulgaris Arnarger el aL, 1997 
giardinií *Phaseolus vulgaris Arnarger el al" 1997 
haínanense Stylosanthes, Cenlrosema 
Desmodíum, Tephrosia Chen el al., 1997 
huautlense Sesbanía herbacea Wang el aL, 1998a 
leguminosarum Vicia, TriJólium y 
p, Vulgaris Jordan 1984 
mongolense Medícago ruthenica y 
Phaseolus vulgarís Van 13erkurn et al 1998 
tropiei Phaseolus vulgaris y 
Leucaena Martínez el al 1991 
Sinorhizobíum fredií Glicine max Keyser el al., 1982 
melílolí Medicago saliva Jordan 1984 
De Lajudie el al, 1994 
sahelí Sesbania Oc Laj udie el al" 1994 
lerangae Sesbania y Acacia De Lajudíe el aL, 1994 
medicae Rorne el 1996 
*Esta es la rama más distanlemenle relacionada en el género Rhizobium y tal vez constituya uno nuevo en 
el futuro, 
Las bacterias que producen nódulos se han considerado como 
microsimbiontes en términos generales, no siempre puede hablarse de 
simbiosis debido a que muchas especies pueden producir nódulos pero 
están impedidos para desarrollar el proceso de fijación del N 
correspondiendo mas que a una simbiosis, a un parasitismo si se tiene en 
cuenta que las bacterias drenan carbohidratos de la planta a cambio de 
nada cuando no corresponden con la fijación del N, 

El género Rhizobium, propuesto por Frank en 1889 se ha conservado 

hasta nuestros días y es el nombre genérico para la simbiosis bacteria-
leguminosa así el microsimbionte no sea de ese género; sólo en 1982, 
Jordan comenzó a derivar otros géneros con características bien definidas 
como el género Bradyrhizobium, y luego en esos años 80s el mismo autor 
y otros (Tabla 5-1), proponen los géneros Shinorhizobium, Azorhizobium 
y Mesorhizobium así como numerosas especies dentro de esos géneros de 
características definidas por el fenotipo especialmente (Jordan, 1 984). 
Luego con la ayuda de la biología molecular (años 90s), se ha dado un 
vuelco a la clasificación y muchos géneros y especies propuestos fueron 
aceptados finalmente apareciendo otros géneros y especies, (Jordan, 1982 
Y 1984; Martínez, 1994; Elkan, 1992; Young, 1993; Freibeerg et al, J997; 
Amarger et al, 1997; De Lajudie et al, 1998; y Van Berkum, 1998 entre 
muchos otros citados por Caballero y Martinez, 1998). 
Según Martínez (1994), el Rhizobium se encuentra fisiológicamente más 
próximo a Agrobacterium, pues poseen plásmidos que contienen una 
región con los genes nod que codifican para la formación del nódulo, ó Ti 
(Tumor inducing) respectivamente, los cuales se pueden intercambiar 
relativamente fácil mediante transformaciones genéticas entre ellos o por 
conjugación; e inclusive se ha desarrollado fijación de N en especies de 
Agrobacterium introduciéndole plásmidos de Rh. tropid en frijol y 
leucaena. En cambio Bradyrhizobium, teóricamente más primitivo que el 
Rhizobium, que debió evolucionar como evolucionaron las leguminosas 
cuyo origen fue el trópico, como lo fue posiblemente el BradyrhizobiulIl 
para Rhizobium, Este género presenta mayor cercanía con otros como 
Philobacterium y Agrobacterium cuyos genes relacionados con la 
alteración fisiológica de la planta y de la simbiosis, se presentan en 
plásmidos; y a diferencia de Bradyrhizobium cuyos genes para la 
simbiosis, son principalmente cromosómicos, aunque igualmente se han 
encontrado cepas con plásmidos portadores de los mismos, aun está mas 
cerca el Bradyrhizobium japonicum del género RhodosjJscudofl1onas 
palustris que otras cepas de la misma especie, y en general la familia 
Rhodospirillaceae es muy cercana a la Rhizobiaceae (Bremner el al, 1991 
, 1 
citado por Young, 1993.) j 
i R. fredii que infecta naturalmente la soya en su reglOn dc origen (la 
1 China) ha pasado a un nuevo género, el Shinorhizobium justamente por j 
su origen, a la vez que se crearon varias otras especies. La cepa NGR­
234, de Rhizobium puede nodular mas de 110 géneros e inclusive a 
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Parasponia andersonii, no leguminosa (Perret et al, 1997; Freiberg et al, 
1997). 
Existe evidencia de una gran diversidad de especies y aun géneros no 
explorados, hay Rhizobios incapaces de nodular o que pierden esta 
capacidad al ser aislados; En fríjol por ejemplo, Reyes (1994) caracterizó 
27 cepas y 8 aislados nativos de Antioquia, Colombia y comprobó dicha 
diversidad concluyendo que de 19 cepas o aislados de Colombia todos 
son diferentes entre si marcando la biodiversidad y la posibilidad de 
encontrar cada vez cepas de mejor rendimiento para cada condición 
ecológica y variedad lo que alienta el trabajo en este sentido. Caballero y 
Martínez (1998) demostraron dicha diversidad al comparar cepas que 
eran similares fenotípicamente y por sus propiedades genéticas divergían 
fuertemente, así como cepas con respuesta fenotípica y fisiológica bien 
distantes que quedaban bien próximas genéticamente, concluyendo sobre 
la necesidad de tener varias pruebas para caracterizar las bacterias de 
rhizobio. La diversidad que presentan las diferentes especies que nodulan 
frijol puede ser debida a la forma como se ha dispersado el cultivo, 
llegando a todas las comunidades y condiciones ecológicas y dando 
origen a un mosaico de sembrados con las opciones de formar simbiosis 
con diferentes rizobios. 
5-3-2. Caracterización - Identificación y clasificación de especies de 
Rhizobiaceae. 
Es importante diferenciar entre tipos de pruebas, las cuales pueden tener 
un objetivo único o varios. Algunas pruebas permiten caracterizar 
comportamientos de los diferentes géneros, por ejemplo, tiempo de 
crecimiento en medio AML (Agar Manitol Levadura) da un elemento 
para diferenciar Rhizobium de crecimiento rápido y Bradyrhizobium de 
crecimiento lento; aunque es dificil establecer los límites, pues en el 
medio está el género Mesorhizobium, una prueba serológica (la respuesta 
de una bacteria a sus propios anticuerpos) permite identificarla en medio 
de una población variada de bacterias o en un nódulo, dando la 
posibilidad de evaluar el comportamiento ecológico; pero las pruebas 
para organizar en un orden jerárquico, es decir clasificar 
taxónomicamente, requieren de pruebas mas exigentes ya que pruebas 
fenotípicas y de respuesta a la inoculación cruzada que permitió agrupar 
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géneros y especies, hoyes obsoleta y son necesarias pruebas genéticas 
como: 
Composición G + C del DNA • 
Hibridación DNA-RNA • Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restricción de
• 
DNA (RFLP) 

Sondas específicas de genes nif y nod 

• 
Perfiles plasmídicos • 
Entre otros • 
Mediante electroforesis, Caballero y Martínez (1998) agrupan ai.slados ,en 
"cluster" separados en una escala de O a 1 es:ableciendo que ~If~renclas 
en distancia por debajo de 0.5 se puede conSiderar como un lImIte para 
separar especies, con una mínima distancia ~enétic~ del ,86%. . 
Algunas características que se usan para diferenCiar generos, especies y 
aun cepas son: 	 , ~ 
• 	 Empleo de carbohidratos como fuente de C: Se sabe por ~Jemplo qUe 
Bradyrhizobium dificilmente usa fue~tes slm.ples de azucare~, entr~ 
las cepas existe preferencias por CIertos tipOS de carbohldrat~s, 
D' an Van Rossurn et al (1995) ensayaron 43 substratos en vanas 
1m 	 1 l'd d ' la
cepas de Bradyrhizobium Y encontraron que a tota I a o casI 
totalidad crecieron en compuestos como hexosas (gl~cosa, galactosa); 
pentosas (arabinosa, xilosa) y polio les (glicerol, mru:lto1); compl~e~tos 
intermedios del ciclo TCA (aconitato, malato succmato); aromatlcos 
(protocatecuato, 4-hidroxibenzoato, vaínillato, cafeato, ferul~to, 
quinato, coniferil alcohol, curnarato, benzoato, galla!o, phlo~oglucI~O: 
y gentisato), Algunos aislados, entre 50 al 90 Yo, crecI~ro~ l;n. 
maltosa suerosa, lactosa, sorbitoJ muconato, mcotmato, 
'1 l' 	nI'na aldehído síríngico. Pocos lo hicieron en trealosa,phem a a , 	 '1 .. r ,'\.inositol, acetato, 4-metilbenzoato, tyrosma,. guayaco, sa lel ato. 
Rhizobium leguminosarum Y meliloti, usan casI todas las fu~ntes de 
carbón. Rhizobium Kuakwii utiliza sacarosa Y lactosa y fip N en 
medio de cultiv02. Los carbohidratos usados pueden ser desde glucosa 
--------_._­
2 Peter Graham, 1994 (Comunicación personal) 
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hasta polio les tipo manitol o glicerol y compuestos aromáticos tipo 
xilol ó ácidos orgánicos como cítrico, etc. Orozco (datos no 
publicados) caracterizó varios aislados de rizobio provenientes de 
leguminosas pioneras que colonizan materiales espóticos de minería 
(contenidos inferiores a 0.5% de materia orgánica) mediante su 
respuesta en crecimiento y reacción en medios con a diversos 
carbohidratos en medio y encontró que la mayoría de aislados poseía 
gran versatilidad para usar los carbohidrato s probados. Los más 
parecidos al género Rhizobium fenotípicamente y con reacción ácida 
en AML no crecieron en xilosa, medianamente en maltosa y lactosa, 
sucrosa, sorbitol y muy bien en manitol y glicerol excepto un aislado, 
el CUNMS (125) que tuvo reacción alcalina con manitol pero creció 
rápido y presentó excelente crecimiento también en lactosa y mejor en 
glicerol que en manitol. Los aislados del género Bradyrhizobium 
normalmente crecieron bien en sucrosa, manitol y glicerol. La 
respuesta a lactosa fue muy variable y el crecimiento en sorbitol fue 
intermedio para casi todos los aislados. 
• 	 Utilización de N: la mayoría de especies prefieren las formas 
minerales Nf4 Ó N03, pero éstas, afectan el pH del medio causando 
problemas en el crecimiento, los aminoácidos tales como el ácido 
glutámico, asparagina entre otros, también son usados como fuente de 
N por estas bacterias, y pueden ser usados para detectar diferencias ya 
que la mayoría de ellas prefieren el extracto de levadura. 
• 	 Tolerancia a factores ambientales adversos por ejemplo Rh. tropici 
crece bien a pH 4.5 donde otras especies con características afines no 
crecen, además resiste 40°C de temperatura que son características 
muy útiles para identificarla y caracterizarla. 
• 	 Tolerancia a antibióticos: cada especie posee una tolerancia específica 
a un valor de concentración de antibiótico que no es absoluta pues, 
los estudios de Orozco (1993) y Orozco y Medina (1995), han 
demostrado que mediante la capacidad de resistencia a antibióticos es 
posible separar de una cepa de Rhizobium ó Bradyrhizobium, 
subcepas con diferente tolerancia e incluso con diferencias 
importantes de forma, tipo de agregación y características simbióticas 
entre ellas, aunque conservan el mismo comportamiento 
inmunológico, Orozco (1993) demostró que las subcepas de una cepa 
de Bradyrhizobium, no solo cambiaron sus características culturales, 
sino que además, mostraron un tipo de agrupamiento en roseta 
diferente a la cepa paterna (Figura 5.1). La resistencia intrínseca de 
una bacteria a un antibiótico se puede definir como la concentra.,ción 
máxima del antibiótico en la cual la bacteria no es limitada para su 
crecimiento, aunque es difícil el establecimiento de un valor absoluto. 
Los estudios de Orozco y posteriormente de Orozco y Medina, arriba 
citados, dejan en claro que una cepa cualquiera posee una diversidad 
de individuos con diferente resistencia, y que es posible separar esas 
poblaciones, en subcepas que conservan la propiedad de mayor ó 
menor resistencia que la intrínseca de la cepa paterna. 
Figura 5.1 Variaciones en la morfología de Bradyrhizobium japonicum: A:Cepa 

CUNMS 254, B: subcepa del mismo aislado con resistencia incrementada a antibióticos, 

C: Cepa CUNMS 252, D: subcepa con resistencia incrementada a antibióticos. 
Pruebas metabólicas: Bradyrhizobium japonicum puede fijar N-explanta 
(libremente) lo que no ha sido comprobado en Rhizobium, así este puede 
sintetizar AlA y una rizobiotoxina (produce amarillamiento en algunas 
leguminosas, similar a una deficiencia) además Bradyrhizobium puede 
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contener en sus tejidos manosa lo que no el Rhizobium. La degradación 
de la ketolactosa permite diferenciar el Rhizobium del Agrobacterium el 
cual crece de forma muy similar; y por su proximidad filogenétícamente 
tiende a confundirse cuando se hacen aislados de nódulos de campo. El 
crecimiento en medio peptona es muy bajo o no existente ni en 
Rhizobium ni en Bradyrhizobium. 
• 	 Citología: síntesis de diferentes cuerpos dentro de la célula como 
PBH en condiciones de estrés. 
• 	 Tasa de crecimiento: la tasa de multiplicación del Rhizobium es muy 
rápida pero menor que muchas bacterias del suelo como 
Pseudomonas, Agrobacterium y otras que normalmente alcanzan su 
máximo crecimiento entre 48 y 60 horas. Bradyrhizobium crece 
lentamente para un máximo entre 6 y 12 días; Orozco (datos sin 
publicar) encontró que aislados de Bradyrhizobium sp de nódulos de 
soya en Porto Alegre, Brasil, sólo iniciaron crecimiento a los 11 días. 
Las pruebas serológicas son muy útiles para identificar aunque presentan 
el problema de reacciones cruzadas; se han afinado metodologías con 
base en los sueros que contienen los anticuerpos específicos y sus 
diferentes propiedades, por ejemplo con el método de ELISA (Enzime 
Linned Inmuno Sorbent Assay) se permite detectar la calidad de un 
inoculante mediante un kit desarrollado por el nifrAL para medir de 
forma sencilla y a bajo costo, el número de células en un inoculante. Por 
precipitación se puede detectar la ocupación de un nódulo por una 
bacteria determinada mediante una reacción directa del macerado con el 
suero que contiene sus anticuerpos, o por inmunodifusión puede 
detectarse el grado de filiación inmunológica entre varias cepas 
sembradas alrededor de un anticuerpo al formarse bandas detectables 
debido a la precipitación causada por el encuentro de anticuerpo­
antigeno. Rendón (1998) comparó sueros extraídos de huevos y de sangre 
de gallinas para caracterizar aislados de leguminosas pioneras de suelos 
destruidos por minería, y encontró que los sueros de gallina, aunque dan 
menos título en anticuerpos del suero que los respectivos sueros 
obtenidos en conejo, son mas específicos, de esta forma él agrupó por 
medio de "cluster" varios aislados de diferentes leguminosas mostrando 
mayor correspondencia entre la caracterización fenotípica y serológica 
usando el suero de los huevos. 
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5-3-3 Clasificación de rizobios 
Reino: Procariotes 
División: Gracilicutes (pared celular delgada) .. 
Clase: Scotobacteria (no fotosintética) hay algunas eVIdenc~as de 
producción de pigmentos fotosintéticos por algunas espeCIes de 
Bradyrhizobium? 
Orden: Eubacteriales 
Familia: Rhizobiaceae . 
Géneros: Rhlzobium, Bradyrizhobium, Agrobacterium, Philobacte~lUm, 
Azorhizobium y los otros recientemente incorporados como se espeCIfican 
en la Tabla 5-2 
Especies: se están estableciendo diferencias con la ayuda de programas 
estadísticos esquematIcos, . como 1os dendogramas'.en cuyo .caso se, 
establecen distancias limites para agrupamiento y cada día se dIVIden m.as 
, . 1 de R Phaseoli originaria de Antioquia, ColombIa, y mas, por eJemp o., " 
seleccionada, probada y recomendada por el CIAT en ColombIa y Br.asIl, 
salió la R. troplci; luego se distinguió otra especie el R. e:li (SegovIa et 
al 1993) aislada de frijol de mesoamérica, que se caracterIza entre otras c~sas por presentar algunas cepas que no pueden nodular p~r. falta del 
plásmido simbiótico, además esta especie presenta caractenstIcas ~uy 
. 	 1 la posibilidad de permanecer viables hasta por 4 anos partICU ares como . " . 

en la semilla de muchos cultivares lo que explica la disperslOn, mcIusIve 

en España a donde fue llevado en el siglo XVI (Perez-RamIrez et al, 

1998) 

Biovariedades: trifoll, viciae y phaseoli , . 

Existen además otras categorías agrupantes no consideradas taxonomIcas, 

las cuales son grupos de especies que no alcanzan a difer~nciar~e ~ este 

nivel o división de especies en grupos con característIcas SImIlares. 

3 Peter H. Graham, 1994.(Comunicación personal). 
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Cepas, son categorías que diferencian comportamientos de bacteria 
dentro de una especie y que están debidamente codificadas en un 
laboratorio. Aislados, son bacterias separadas del suelo ó de nódulos que 
aun no tienen una identificación. En el CIAT (Colombia) se tiene una 
excelente colección de cepas de rizobios provenientes de casi todas las 
regiones del país, enriquecida c"n cepas provenientes de otros países de 
las cuales se ha hecho una importante selección para recomendación de 
inoculantes para las principales leguminosas cultivadas, en especial para 
leguminosas forrajeras (CIAT, 1993). También en la Universidad 
Nacional en Medellín, Laboratorio de Microbiología de Suelos, se tiene 
una buena colección de cepas nativas de diferentes ambientes y cepas 
aportadas por otras colecciones del país y del exterior con el código 
CUNMS (Cepa Universidad Nacional Microbiología de Suelos) y en 
Santafé de Bogotá en el departamento de Química con el código CQ y en 
CORPOICA con el código ICA seguido de una letra que hace referencia a 
una leguminosa, por ejemplo ICA L2 corresponde a una cepa que infecta 
arveja (Pisum sativum) o ICA P6 que infecta fríjol (Phaseolus sp.). 
Otra categoría de agrupación es el ecotipo que separa aislados o cepas 
provenientes de diferentes condiciones ecológicas. 
Las diferentes colecciones mantienen su cepario de diferentes formas, pero se 
advierte por varios autores sobre la posibilidad de mutación especialmente en el 
rizobio de crecimiento rápido, debido a la facilidad con que pueden 
intercambiar materiales contenidos en los plásmidos, lo que constituye un serio 
peligro para la producción de inoculantes pues inclusive se puede perder la 
capacidad infectiva. Es común encontrar en repetidos repiques de un cultivo, la 
aparición de variantes, es decir heterogeneidad en el crecimiento en medio de 
cultivo; corriéndose así el riesgo de que una cepa seleccionada pierda sus 
propiedades por las cuales se seleccionó. Freire (1985) propone liofilizar las 
cepas o mantenerlas en N líquido para evitar estos cambios. 
Tabla 5-2 Características relevantes de algunos géneros de la familia Rhizobiaceae, 
cuadro comparativo 
Características Rhizobium Bradyrh. Agrbact. Phyllobact Azorhiz. 
Nodulos en r, t, h R rót H t 
Crecimento en ALM R L R R R 
Producción 3 + 
ketolactasa 
Crecimiento en medio + 

peptona 

%G+C(DNA) 59-64 61-65 57-63 60-61 ? 

Formación de 

endosporas 

Forma de bastones + + +
+ + 
Reacción de Grham 

+ + + + +
Aerobiosis­
microaerobiosis 

Infección de plantas 
 + + + + + 
Localización de los Plásmido Cromo Cromo 
genes de noduJacion 
Flagelos 2-6 ??? 
Anotaciones:r,t,h,L,R indican raíces, tallos, hojas, lento y rápido respectivamente. 
ALM: Agar Levadura Manito!. 
+ Ó - se refiere a positivo y negativo 
No se incluyen nuevos géneros de bacterias nodulantes como el 
Mesorhizobium que es de crecimiento intermedio entre Rhizobium y 
Bradyrhizobium y posee los genes de nodulación y fijación en el 
cromosoma, tampoco Allorhizobium un género muy cercano a 
Agrohacterium. (Jarvis et al, 1997) 
Para identificar fenotípicamente bacterias de las Rhizobiaceas se utilizan 
los siguientes caracteres morfológicos y de crecimiento: 
Tamaño: 0.5 - 0.9 x 1.2 - 3 11m 
Forma: bastones o pleomorfismo cuando viejas, o en condiciones de 
estrés. 
Cuando la bacteria alcanza la célula nodular se transforma en 
"bacteroide" la cual es una celula de diferente forma como una ye, una 
X, forma de bate u ovalada, y aumentan varias veces su tamaño, tal como 
se ilustra seguidamente. 
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Bradyrhizobium cambia menos de forma pero puede acumular granos de 
PHB y de polifosfato. 
Movilidad: mediante flagelos; el Bradyrhizobium solo tiene uno polar o 
sub-polar, Rhizobium dos o más perítricos. 
Reacción de Ghram: es siempre negativa. 
Endosporas: ningún género las produce. 
Cápsulas: algunas las producen y pueden ser vistas impregnando un 
cultivo con tinta china. 
Inclusiones: a menudo producen granos de Poly-B- Hidroxibutirato 
(PHB) dando una forma de bandas, las cuales se pueden observar 
"---'<.__-'X. -/ tinturando con negro de sudan; estas son mas frecuentes en 
Rhizobium, como mecanismos de reserva de energía y carbón en células 
viejas pero también en los otros géneros. 
Morfología de colonia: muchas cepas de Rhizobium muestran aspecto 
muy limoso con pequeñas áreas opacas, normalmente 
heteropolisacáridos. 
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El Bradyrhizobium tiene tendencia a producir una pigmentación pardusca 
en incubación prolongada y normalmente las colonias son mas pequeñas 
y secas que las de Rhizobium. 
Crecimiento en medio nutritivo: ambos géneros crecen muy lentamente o 
no crecen en medio peptona 0.04%, 1 % glucosa, y sales minerales. Y no 
cambian el pH en 48 horas; si esto ocurre, indica la presencia de otras 
bacterias diferentes a Rhizobium, Bradyrhizobium y las otras especies 
nodulantes. 
Los indicativos de pH, por ejemplo azul de bromotimol a concentración 
final de 0.005%, permite observar cambios en el color del medio 
indicando la producción de acidez o alcalinidad; a amarillo el Rhizobium, 
productor en mayor o en menor grado de acidez, a azul en 
Bradyrhizobium, productor de alcalinidad (en la mayoría de casos). Este 
mismo comportamiento lo presentan en los suelos cuando se asocian con 
las leguminosas; por ejemplo, la Figura 5-2 ilustra los cambios de acidez 
en la rÍzosfera de trébol y de trigo por la aplicación de N-N03 con 
Rhizobium y sin él así como el efecto diferencial sobre la acidez 
producido por las dos especies de N usadas. El cambio de color ilustra 
claramente el efecto de la bacteria sobre el pH de la rizosfera. Las plantas 
de trigo fueron fertilizadas con 200 kg.ha,t de N-N03 (color violeta) y 
con 200 kg.ha'lde N-NH4 (color amarillo). Esto parece obedecer a 
mecanismos de defensa propia a los ambientes de donde son originarias 
las bacterias, el Rhizobium de suelos ricos, con pH neutros y alcalinos 
(generalmente) y mecanismos análogos podrían explicar la producción de 
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alcalinidad en el medio por Bradyrhizobium, propia de suelos tropicales 
más ácidos por lo general. 
pH Trebol 
sin Rhizobium con Rhizobium 
Figu,ra 5-2. Cam,bios en el pH de la rizosfera de trigo (TriLicum aestivum L. cv,sirokko) 
y trebo.1 (TrifollUm repem' L.) por la forma de N aplicado con o sin influencia de 
RlllzoblUm en Trébol. 4 
El medio BYMA con rojo congo a concentración final de 0.0025% es 
muy poco ~bsorbido por Rhizobium ó Bradyrhizobium, si no se expone a 
la luz o se Incuba por mucho tiempo lo que ayuda a identificarlos en un 
medio donde hay otras bacterias contaminantes que sí lo absorben. 
En ensayos del autor en el laboratorio de Microbiología de suelos de la 
Universidad Nacional le permiten recomendar agregar al medio ALM 
0.03 gil de producto comercial de benomyl en la concentración final lo 
que puede evitar la contaminación con hongos contaminantes, lo que ha 
4 Las Figuras fueron tomadas de Revista de la Potasa, No 27. sección 6/55, J986 
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facilitado especialmente la realización de aislamientos de Rhizobium y 
Bradyrhizobium a partir de nódulos. 
5.3.4 Conservación de cepas de rizobio. 
La bacteria del género rizobio presenta una gran variabilidad entre 
especies e incluso entre cepas a su respuesta al almacenamiento en un 
medio de cultivo. En el laboratorio de Microbiología de suelos de la 
Universidad Nacional, Medellín hay cepas que sobreviven a 4°C durante 
meses en un tubo de ensayo con medio ALM, ejemplos de ellas CUNMS 
250, 251, 252 que son cepas de Bradyrhizobium para soya; hay también 
cepas que mueren en su totalidad bajo la misma condición en pocos días, 
ejemplo la CUNMS 47 Y48 de Leucaena, que no sobreviven más de 20 
días. 
La conservación por este medio preocupa, dado que se han observado 
mutaciones cuando se hacen repiques sucesivos en el laboratorio para su 
mantenimiento, lo que ha llevado a que se propongan diferentes 
alternativas de conservación con ventajas y desventajas cada una. 
Milian (1992) hizo una revisión muy completa sobre los diferentes 
métodos de preservación de bacterias Rhizobiaceas y los separó en 
métodos a corto plazo como el de subcultivo periódico, subcultivo con 
cobertura de aceite mineral, desecación; y métodos de largo plazo como 
congelamiento, temperaturas ultrabajas y liofilización. 
Un método muy sencillo de conservacion fue evaluado por Orozco y 
Pereira (1992) en Brasil, quienes compararon la sobrevivencia y la 
reacción serológica de cepas de Bradyrhizobium japonicum, cepas 
(SEMIA 587, 566, 5019 Y otras) contenidas en nódulos almacenados 
durante un año congelados o desecados en sílica gel. La respuesta fue 
diferencial según la cepa pero en general se presentó un mayor número de 
reacciones positivas, 50% mas a los respectivos sueros cuando la bacteria 
se conservó en el nódulo congelado la SEMIA 587 presentó la mayor 
sobrevivencia e infectividad y el mayor número de reacciones perdidas 
o ausencia de reacción serológica se presentó en los nódulos conservados 
por desecación. 
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Orozco, Medina y Trujillo (investigación en marcha) ensayaron la 
congelación a temperaturas ultrabajas en N líquido de las cepas CUNMS 
4~ ~ 48 (leucaena), CUNMS 43 y 45 (caupí); adaptando la metodología 
utIlIzada para la conservación de semen en pajillas francesas en el 
laboratorio de semen del departamento de producción animal de la 
Universidad Nacional Medellín, con resultados muy interesantes en 
cuanto a su conservación, pues si bien, se presenta alta mortalidad, no es 
del 100% después del primer año de almacenamiento. 
De acuerdo al IMV (Instruments de Medicine Veterinaire) las pajillas se 
definen como envases plásticos, en forma de tubo, de 133mm, de longitud 
y diferente diámetro, de paredes delgadas que se prestan al sellado 
hermético, tienen una capacidad de 0.5cm y permiten la impresión 
tipográfica además presentan tolerancia a altas temperaturas. 
En el laboratorio de Microbiología de Suelos de la Universidad Nacional 
de Medellín también se está utilizando con buenos resultados, la 
conservación a corto plazo de la mayoría de las cepas de rizobio en tubos 
con medio ALM biselado cubierto con una capa de 1.5 cm3 de Dimetil 
Sulfóxido, (CH2)2 SO, a una concentración del 10%. 
5.4 LA SIMBIOSIS: NÓDULO COMO EXPRESIÓN 
La simbiosis sólo se materializa con la formación y funcionamiento de 
los nódulos, para lo cual debe existir un "díalogo" en armonía entre los 
simbiontes (Figura 5-3). Después de una primera señal lanzada por la 
planta, caso tlavonas y/o tlavonoides, comienza el camino de 
reconocimiento y la expresión de los genes Nod de la bacteria, si este 
primer paso se logra, pues en muchos casos las sustancias pueden ser 
degradadas en el suelo antes de cumplir su objetivo, entonces se producen 
proteínas propias de la simbiosis y el macrosimbionte produce sustancias 
para apoyar el funcionamiento como la leghemoglobina, la cual puede ser 
complementada por grupos hemo del microsimbionte. 
Muchos factores que influyen en la efectividad de la simbiosis son 
determinantes en el evento del reconocimiento y la adhesión y 
penetración de la bacteria a la planta y es allí donde juegan un papel 
importante los aspectos ecológicos de selectividad y competitividad de 
cepas y el conOCImIento del comportamiento saprofitico del 
microsimbionete, ya que la;:; cepas favorables normalmente pierden ante 
las cepas nativas. La especificidad, muy necesaria para asegurar la 
infección con cepas de óptimo funcionamiento, está relacionada con 
sustancias específicas de reconocimiento, lo cual esta regulado 
genéticamente. Por ejemplo una cepa de rizobio que nodulaba solo con 
arveja en Afganistán, recibió el gen Nod Z y perdió la especificidad 
(Stacey, 1998). La Figura 5-3 ilustra la variedad de nodulación entre 
diferentes especies. 
Maní GarbanzoTrébol Frijol alado 
Figura 5-3. Diferentes formas de nódulos. (Adaptada de NiIT AL-FAO, 1984) 
La producción de una lipo-quitina es una señal producida por la bacteria 
la cual, aisladamente, puede por sí sola inducir la formación de nódulos 
en una planta. Los receptores de la señal (lipo-quitina) son diferentes, lo 
que implica ya una especificidad que se está estudiando en la actualidad 
para mejorar el uso agronómico de la simbiosis; hace falta influir en los 
factores positivos de formación de nódulos y los factores negativos para 
disminuir la competencia inter e intra específica y asegurar la simbiosis 
que se pretende. La Figura 5-4 ilustra la diferencia que existe entre 
factores Nod en dos especies bien conocidas de Rhizobium. 
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Figura 5-4 Estructura de factores de nodulación en Rhizbioum meliloti (izquierda) y 
R.leguminosarun bv. viciae (derecha). Los segmentos n y R indican secciones variables 
en las estructuras de cada especie. Adaptada de varios autores. 
En la Figura 5-5 se puede ver como los nódulos de Leucaena 
leucochepala var. Cuninngham son diferentes de fonna, tamaño y color 
según la cepa con la cual se forman. La cepa CIAT 1967 desarrolla 
nódulos en fonna de mano y las nativas fonnan nódulos cilíndricos mas 
pequeños, en una misma variedad de planta y en un mismo suelo. 
r 
•Figura 5-5. Diferentes nódulos en Leucaena leucocephala var Cunningham. A la 
izquierda plantas inoculadas con la cepa CUMNS 47 (CIAT 1967), a la derecha nódulos 
formados por cepas nativas del mismo suelo. 
5-4-1 Inoculantes de rizobio 
Se han realizado ingentes esfuerzos por producir inoculantes con 
bacterias probadas por su gran capacidad de fijar N en especial con las 
plantas de mayor valor comercial como soya, fríjol, y leguminosas 
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forrajeras; se han buscado los mejores soportes, ~s decir, que no .afe~:en 
la sobrevivencia de la bacteria y que sean práctlcos para la aphcaclOn. 
Los progresos más recientes se han obtenido con la formulación de 
inoculantes líquidos y concentrados congelados, pueden contener hasta 2 
por 1011 células por gramo, han dado excelentes resultados y son de 
versátil uso, s aunque la presentación en turba sigue vigente. 
La calidad de un inoculante se mide por la capacidad de mantener una 
población durante varios meses por lo menos con 108 células por gramo y 
una porción de contaminantes inferior a 106 ufc. El número de células por 
encima de 108 por gramo de inoculante o alrededor de 106 por semilla 
preferiblemente asegura los mejores beneficios de la simbiosis;, en la 
Figura 5-6 se muestran las tendencias relativas de la res~uesta en 
rendimiento de grano, según el número de células por semilla o por 
gramo de inoculante, con base en varios estudio: realizados ~n soya, 
algunos desarrollados por el NiffAL. Con pocas SIembras antenores ?el 
cultivo o baja población de cepas nativas, el número de células requendo 
para obtener máximos rendimientos es menor. 
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Figura 5-6 Variación relativa del rendimiento de soya en función de la cantidad de 
células inoculadas (datos aproximados) 
5 Tom Wacek comunicación personal De Urbana Laboratories 
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Uno de lo grandes inconvenientes en el uso de inoculantes es la baja 
capacidad de supervivencia de la bacteria sobre las semillas de algunas 
leguminosas, por ejemplo soya, donde los exudados de la semilla son 
letales para la bacteria, lo que no ocurre para otras como alfalfa, la cual 
inclusive se vende inoculada; evitando ese proceso el cual muchos 
agricultores no asimilan. El NiffAL dedica en la actualidad sus esfuerzos 
en la formulación de alternativas para inoculación a la semilla y en el 
desarrollo de Kits para detectar rápidamente la calidad de un inoculante. 
Para inocular semillas de soya recomienda utilizar 2% de PVP (polivynil 
pirrolidina) que elimina el efecto inhibitorio de los exudados, o probar 
con otros compuestos como trealosa, EDTA Fe, etanol entre otros. Otro 
de los problemas presentados a la inoculación de la semilla es la 
incompatibilidad de los pesticidas protectores ya que se ha demostrado 
que en soya por ejemplo, no es posible el lavado ya que se afecta la 
germinación; fungicidas como Thirám del cual se pensaba afectaba poco 
al rizobio (l'JiffAL-FAO, 1984). En un estudio reciente en Argentina se 
demostró que éste interfiere la formación de nódulos al modificar la 
capacidad inductora de los flavonoides y también en Argentina Di Ciocco 
y Rodríguez (1998) demostraron que el Captán, otro fungicida 
ampliamente utilizado en la protección de semillas, inhibía la población 
de Azospirillum y otras bacterias fijadoras de N inoculadas en las 
semillas. A continuación se detalla un listado de protectores de semilla 
que son tóxicos a la bacteria según NiffAL-FAO (1984): Captan, 
Carboxin, Chloranil, PCNB, Thiabendazole y Thiram. 
En condiciones de estrés como el frío o el calor o por factores biológicos, 
los mecanismos de señalización entre simbiontes no se llevan acabo por 
la degradación de las señales. Un ensayo reciente de Zhang et al (1997) 
demostró la bondad de la aplicación de genisteina al inóculo o a la 
semilla antes de inocular, reflejado una mejor nodulación en número, 
peso seco y rendimiento de soya con B.japonicum. 
Freire et al (1985) En las memorias de una reunión de trabajo llevada a 
cabo en Porto Alegre, Brasil para tratar exclusivamente temas 
relacionados con inoculantes, hacen un aporte sobre el control de calidad 
de inoculantes, allí se puede revisar todo lo relacionado con inoculantes 
rizobiales e inclusive el estado de artc del tema en varios países. 
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5.4.2 Costo de los Inoculantes de rizobio 
El costo de los inoculantes es mínimo, este puede estar cerca de los $2 
dólares, por 100g en turba, y con esta cantidad puede inocularse, 
dependiendo del tamaño de la semilla, entre 3 kg. de semilla pequeña, 
como trébol y 25 kg. de semilla grande como la de Arachis sp. Al 
respecto, en Colombia, existe un círculo vicioso, se dice que no hay quien 
produzca inoculantes porque no hay compradores, y no los usan los 
agricultores porque no los consiguen en el mercado a diferencia de países 
como Brasil donde pasan de 10 las casas productoras, que reciben ayuda 
del gobierno quien produce la semilla de la bacteria y la distribuye a los 
productores, de paso controla el material genético recomendado y ejerce 
control de calidad sobre los materiales producidos. 
La soya es el cultivo de mayor consumo de inoculantes y en países como 
Brasil, Argentina Uruguay tienen la ventaja que su cultivo se concentra 
en un período específico del año, lo que facilita la producción y 
distribución de los inoculantes. El laboratorio de Microbiología de suelos 
de la Universidad Nacional en Medellín ofrece el servicio de preparación 
de inoculantes en cantidades pequeñas solicitadas por usuarios para 
diferentes leguminosas tropicales, se entrega en diez a quince días a partir 
de la solicitud, a costo de tres dólares aproximadamente por 100 gramos 
de inoculante en turba. 
5.4.3 Métodos de Inoculación 
La inoculación puede hacerse al suelo en el surco, pero se requiere de 
mayor cantidad, resultando un poco más costoso; se aplica en una 
solución al suelo, especialmente en cultivos ya establecidos, pero las 
posibilidades de éxito son bajas debido a que se ha demostrado poca 
movilidad del rizobio en el suelo, además que la población nativa de 
bacterias de los suelos llevan una ventaja para la colonización de la raíz. 
Hay varias formas prácticas de inocularlas semillas o materiales 
vegetativos. 
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En húmedo. 
Se coloca el inoculante junto con la semilla en un balde y se le mezcla 
uniformemente con agua en algunas circunstancias con un poco de 
azúcar, o de goma arábiga, el azúcar además de pegar disminuye la 
muerte de células al secar la semilla, pero se puede hacer atractiva a las 
hormigas. La cantidad de agua depende del tamaño de la semilla, entre 
más pequeña mayor cantidad por ser mayor la superficie de absorción, el 
agua necesaria es aproximadamente de 600 cm3 por 500g de inoculante. 
También se puede preparar un caldo espeso con el inoculante, agua y 
azúcar en una taza o recipiente pequeño, y se aplica directamente sobre la 
semilla revolviendo repetidamente. 
-Inoculante líquido: se puede aplicar una suspensión a la corona del árbol 
o al surco, en especial en cultivos ya establecidos, sin embargo la 
cantidad requerida es muy alta y el éxito no es asegurado por la ventaja 
que tienen sobre las bacterias inoculadas, la población nativa. En la 
actualidad se encuentran en el mercado inoculantes en presentación 
líquida con una adecuada viscosidad y adherencia que permite su 
utilización asperjándolo sobre las semillas en la sembradora al momento 
de la siembra o en su defecto sobre la semilla secada a la sombra para 
siembra manual posterior sin dejar mas de 24 horas en contacto 
inoculante con la semilla. 
Inoculación de órganos vegetativos: se prepara un lodo espeso, se le 
agrega algún adherente por ejemplo goma arábiga, 30 a 50 g por litro ó 
azúcar al 20 % y se sumerge el material por ejemplo estacas por la parte 
a enterrar justo antes de sembrar, o en estolones como se siembra 
comúnmente especies como Arachis pintoi (maní forragero) con buena 
respuesta a inoculación en la mayoría de suelos. 
-Congelados: existen presentaciones de inoculantes congelados que se 
descongelan sólo al momento de la inoculación, asegurando el mayor 
número de bacterias por cm3 o por semilla, las recomendaciones de 
manejo las hace el productor pero la forma de inocular puede ser como 
cualquiera de las anteriores, después que se ha descongelado. 
En seco (semillas peletizadas) 
Inicialmente se agrega a la semilla una solución viscosa adherente como 
xantato de celulosa, azúcar o goma arábiga, unas cuatro cucharadas 
soperas por kilogramo de semilla. De la goma por ejemplo, se 
recomiendan 10 gramos los cuales se disuelven aproximadamente en 30 a 
40 cm3 de agua al calor o de un día para otro en frío, con esta cantidad se 
tiene suficiente para inocular 2 o 3 kg. de semilla. Se aplica luego el 
inoculante en polvo y se mezcla suavemente, se extienden las semillas a 
la sombra, se le aplica un poco mas de adherente 3 o 4 cucharadas por kg. 
y se espolvorean con 200 a 400 g de cal agrícola si el inoculante es de 
Rhizobium que produce acidez, o de roca fosfórica si es un 
Bradyrhizobium o una bacteria que produzca alcalinidad. En todos los 
casos se agregan trazas de molibdato de amonio, suficiente para suplir 
necesidades en el proceso de fijación cuando el suelo es pobre en él. 
5.5 FERTILIZACIÓN PARA FUNCIONAMIENTO DE LA 
SIMBIOSIS 
Una fertilización con fósforo, especialmente en el trópico, donde la 
mayoría de suelos se caracterizan por los inconvenientes para su 
liberación hacia la solución limitando inclusive mas que a la simbiosis, al 
desarrollo de la planta misma ya que se ha reportado nódulos con buen 
funcionamiento aún en plantas deficientes en este elemento (O'Hara, 
1988). Singleton et al (1992) sin embargo, demostraron una respuesta 
diferente a la inoculación de dos cepas de Bradyrhizobium japonicum la 
USDA 110 y 142 en soya (Figura 5-7) donde demostraron que la 
deficiencia de fósforo condiciona la respuesta a la inoculación y puede 
ser un efecto diferencial dependiendo de la cepa pues diferencias de 
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respuesta a cada una de ellas solo se evidenciaron cuando se superó 
totalmente la deficiencia de P. 
~o inoculada .USDA 110 I!]USDA 14iJ 
300 
250 
200 
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100 
50
... 
Z 
O.¡.m¡--~ 
Nivel de P aplicado (k g/ha) 
Figura 5-7 Efecto del P y dos cepas de B. japonicum en la respuesta a inoculación de 
soya (Adaptada de Singleton et al, 1992) 
Se ha creído que el N mineral del suelo icuando es extremadamente bajo 
puede influir también, el grado de respuesta a la inoculación, este puede 
ser tan bajo que se supone que puede limitar el desarrollo normal de la 
planta en las primeras etapas, abortando la posibilidad de formar la 
simbiosis en cuyo caso sería recomendable aplicar una pequeña cantidad l 
llamada por algunos autores de "arranque" entre 10 y 30 Kg de N .ha- . En 
Brasil se recomendó generalizadamente durante algunos años, la 
aplicación de 10 Kg de N con la inoculación pero con base en estudios 
posteriores demostraron que se perdieron millones de dólares en divisas 
con esta recomendación dado que un estudio mas amplio demostró que 
solo en un porcentaje muy bajo de suelos se aumentó el beneficio de la 
inoculación con esta medida)6 . En varios ensayos en nuestro medio se ha 
encontrado limitación en la nodulación cuando se aplicó N aún en 
condiciones tan pobres como suelos degradados por minería de aluvión 
6 Caio Vidor, 1990, comunicación personal 
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con 0.4% de MO. Se han hecho evaluaciones en maní, caupí, desmodium 
sp y muchas otras especies inoculadas y fertilizadas con 60 kg.ha-1de N y 
se ha observado una drástica limitación sobre la nodulación. Weber 
(1966) citado por Singleton (1992), en observaciones de 7 años demostró 
que la limitación da la fijación de N por aplicación de fertilizante no 
sigm~ .un patrón de c?¡mportamiento r~gular pues, p.ara reducirla a O se 
requmeron 600 kg.ha de N pero en tIempo de lluvIa fueron suficientes 
150 kg. para limitar totalmente la fijación. 
Otros elementos importantes son potasio, calcio, magnesio, azufre y 
elementos menores como cobre, boro y cobalto, según las necesidades 
teniéndose presente que ellos son requeridos en los procesos de infecció~ 
y fm:cio~amient? ?e la simbiosis. El B, que fácilmente puede pasar de 
defiCIenCIa a tOXICIdad, como también ocurre con el Mo, puede limitar el 
crecimiento de los nódulos, reducir el desarrollo del sistema vascular de 
estos e im~edir la formación de bacteroides; tanlbién influye el transporte 
d~ c~~bohld~atos ~n la planta lo que afecta directamente el proceso de 
fiJaclOn al ImpedIr el normal abastecimiento de la bacteria (Andrew 
1962; Muns, 1977 y Smith, 1982). Rozo y Munevar (1986), en dos suelo~ 
con igual concentración de boro (0.1 ppm. extraído con agua caliente) en 
la sabana de Bogotá, encontraron respuesta en concentración de N y 
rendimiento de materia seca a la aplicación de 1 a 2 kg.ha- ' en uno de los 
suelos y a 4 kg.ha- I en el otro en evaluaciones realizadas en trébol 
(Tr~rolium repens) asociado con pasto (Lolium multiflorum). 
El molibdeno se suple con mínimas cantidades pero en muchos casos se 
ha demostrado, especialmente en suelos ácidos que limita la fijación de 
N. Normalmente se suplen deficiencias con 1 o 2 kg/ha- I aplicado al 
suelo pero, cuando se peltiza la semilla se pueden agrega unas trazas a la 
calo roca fosfórica, para suplir las necesidades. 
Suelos neutros o alcalinos también necesitarán posiblemente hierro, zinc 
y manganeso. Una fertilización con los elementos antes mencionados sin 
N puede, por si sola, mejorar la actividad de las bacterias fijadoras de N e 
inclusive en el mercado de los fertilizantes existen presentaciones con 
este propósito. 
Revisiones extensas sobre nutrición mineral de leguminosas y de la 
simbiosis pueden ser consultadas en Muns (1977) y Smith (1982) 
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